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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) αποτελεί την πιο κοινή νόσο του μυοσκελετικού συστήματος, 
με πολυπαραγοντική αιτιολογία. Ο εκφυλισμός του χόνδρου αποτελεί το κύριο 
χαρακτηριστικό μιας ΟΑ άρθρωσης. α μικρά μη κωδικά μόρια RNA (miRNAs) έχει δειχθεί ότι 
παίζουν κύριο ρόλο στην τόσο στην ομοιοστασίας του αρθρικιού χόνδορυ όσο και στη 
διαταραχή του κατά την ΟΑ. Μεταξύ των διαφόρων  miRNAs που έχουν ρόλο στην ΟΑ, το 
miR-140 φαίνεται να εμπλέκεται στην παθογένεια της νόσου μέσω της ρύθμισης της 
έκφρασης γονιδίων που συμβάλλουν στην αύξηση της καταβολικής δράσης των ΟΑ 
χονδροκυττάρων. Στόχο της παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτέλεσε η διερεύνηση του 
λειτουργικού ρόλου του miR-140 στην ΟΑ.  
Για την πραγματοποίηση της μελέτης χρησιμοποιήθηκαν 6 δείγματα αρθρικού 
χόνδρου ασθενών με πρωτοπαθή ΟΑ, ενώ 4 φυσιολογικά άτομα αποτέλεσαν την ομάδα 
ελέγχου. Έγινε καλλιέργεια των χονδροκυττάρων και ακολούθησε απομόνωση RNA και 
ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης του miR-140 με τη μέθοδο της real-time PCR. 
Ακολούθως, πραγματοποιήθηκε ποσοτικοποίηση των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης 
του γονιδίου της μορφογενετικής πρωτεΐνης των οστών-2 (BMP-2) με real time PCR. Στη 
συνέχεια, έγινε επιμόλυνση των ΟΑ χονδροκυττάρων με το mimic miR-140-5p, και κατόπιν 
αναζήτησης γονιδίων-στόχων του με τη χρήση προγραμμάτων βιοπληροφορικής, 
πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των επιπέδων έκφρασης -με real-time PCR- της BMP-2 
που παίζει κύριο ρόλο στην ενδοχόνδρια οστεοποίηση. Τέλος, , μετά από επίδραση του miR-
140 σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων. πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των επιπέδων 
έκφρασης -με real-time PCR- των γονιδίων COL10A1, MMP-13, ADAMTS-5 και RUNX2 που 
ενέχονται στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ και αποτελούν στόχους του σηματοδοτικού 
μονοπατιού της BMP-2. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της έκφρασης του 
miR-140 στα ΟΑ χονδροκύτταρα και σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης της BMP-2 
στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε σύγκριση με τα φυσιολογικά. Mετά τη χορήγηση του mimic miR-
140-5p σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των 
επιπέδων έκφρασης της BMP-2, και μείωση της έκφρασης των γονιδίων COL10A1, MMP-13, 
ADAMTS-5 και RUNX2.  
Συμπερασματικά, φαίνεται ότι το miR-140 παρουσιάζει ιστο-ειδικότητα και μειωμένη  
έκφραση στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά. Επιπλέον, το 
miR-140 ρυθμίζει την έκφραση του γονιδίου BMP-2, προτείνοντας τον ρόλο του στην 
παθογένεια της ΟΑ μέσω της ρύθμισης της έκφρασης γονιδίων που συμμετέχουν στη 
διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων. Τέλος, η μείωση της έκφρασης των γονιδίων 
COL10A1, MMP-13, ADAMTS-5 και RUNX2 που αποτελούν στόχους του σηματοδοτικού 
μονοπατιού της BMP-2 αντανακλά την έμμεση δράση του miR-140-5p στην ανάπτυξη του 
οστεοαρθριτικού φαινοτύπου. 
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ABSTRACT 
 
Osteoarthritis (OA) is the most common musculoskeletal disorder, and is of 
multifactorial etiology. The main characteristic of joint pathology is the degradation of the 
articular cartilage. Short non coding RNAs (miRNAs) have been demonstrated to  play a major 
role in articular cartilage homeostasis and also in its disruption during OA. MiR-140 has been 
found to play a significant role in regulating the expression of several genes associated with 
OA chondrocytes’ catabolic activity. The aim of the present thesis is to investigate the 
functional role of miR-140 in OA pathogenesis.  
Cell cultures of 6 human OA cartilage samples, as well as 4 samples from individuals 
without OA were used for RNA extraction, followed by quantification of miR-140 expression, 
with real-time PCR. In addition quantification of BMP-2 was also performed using real-time 
PCR. Using prediction algorithms for miR-140 gene-targets identification, we identified a 
binding site for miR-140-5p in the 3’UTR of BMP-2 gene and thus real-time PCR experiments 
were performed in order to determine the mRNA expression levels of BMP-2 after miR-140 
treatment. Subsequently, OA chondrocytes were placed in 6-well plates and were treated 
with miR-140-5pm mimic. Following treatment,  COL10A1, MMP-13, ADAMTS-5 and RUNX2 
mRNA expression levels were evaluated using real time-PCR.  All above gems are involved in 
OA pathogenesis and constitute downstream targets of BMP-2 signalling pathway . 
It was found that miR-140 expression was significantly reduced in OA chondrocytes, 
while BMP-2 mRNA expression was significantly increased in OA chondrocytes compared to 
healthy chondrocytes.. Mimic miR-140-5p treatment in OA chondrocyte resulted in significant 
reduction of BMP-2, COL10A1, MMP-13, ADAMTS-5 and RUNX2 mRNA expression levels.  
In conclusion, miR-140 is a cartilage-specific miRNA that is down-regulated in OA 
chondrocytes. It, also, targets BMP-2, suggesting that miR-140 plays an important role in OA 
pathogenesis through regulation of the expression of genes involved in the chondrogenic 
differentiation processes. Finally, the reduction in expression levels of COL10A1, MMP-13, 
ADAMTS-5 and RUNX2  suggests the indirect role of miR-140-5p in OA progression.. 
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Α. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  
 
Α.1 Οστεοαρθρίτιδα  
 
Α.1.1 Γενικά χαρακτηριστικά  
 
Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί την συχνότερη μορφή χρόνιας πάθησης του 
μυοσκελετικού συστήματος. Είναι το κλινκό και παθολογικό αποτέλεσμα ενός εύρους 
διαταραχών που οδηγεί στην καταστροφή της δομής και της λειτουργίας των αρθρώσεων. 
Εθιμοτυπικά θεωρούταν μία πάθηση του αρθρικού χόνδρου. Η τωρινή αντίληψη για την 
οστεοαρθρίτιδα εμπλέκει όλα τα μέρη της άρθρωσης περιλαμβάνοντας το υποχόνδριο οστό, 
τον μηνίσκο, τους συνδέσμους, τους περιαρθρικούς μύες, την αρθρική κοιλότητα και τον 
αρθρικό θύλακα. [1] 
Οι αναφορές στον επιπολασμό της ασθένειας ποικίλουν ανάλογα με την μέθοδο που 
χρησιμοποιείται για την εκτίμησή της. Στις περισσότερες επιδημιολογικές μελέτες ο 
επιπολασμός μετράται ακτινογραφικά. Η ακτινογραφία, παραταύτα, δεν αποτελεί μια 
μέθοδο διάγνωσης με υψηλή ευαισθησία και σύμφωνα με αυτήν, περίπου το 6% των 
ενηλίκων, ηλικίας άνω των 30 ετών, εμφανίζουν οστεοαρθρίτιδα με πόνο στο γόνατο.[2] 
Η ασθένεια προκαλείται από τοπικούς εμβιομηχανικούς παράγοντες που δρούν σε ένα 
πλαίσιο συστημικής ευαισθησίας. Οι συστημικοί παράγοντες που αυξάνουν την ευπάθεια 
της άρθρωσης περιλαμβάνουν το γήρας, το φύλο και πιθανόν η έλλειψη θρεπτικών 
συστατικών. Παρά το γεγονός ότι οι επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει πως η γενετική 
συνιστώσα έχει ρόλο στην εμφάνιση της ασθένειας και είναι πολυγονιδιακή, τα υπεύθυνα 
γονίδια για αυτήν δεν έχουν ταυτοποιηθεί.[3] Στα άτομα ευπαθή για την ασθένεια τοπικοί 
παράγοντες όπως η μη φυσιολογική στοίχιση των οστών, η αποδυνάμωση των μυών και οι 
αλλαγές στην ακεραιότητα της άρθρωσης (όπως ο τραυματισμός του μηνίσκου) προάγουν 
την εξέλιξη της ασθένειας. Η βαρύτητα επηρεάζεται επίσης από την παχυσαρκία και τους 
τραυματισμούς.[2] 
Τυπικά η οστεοαρθρίτιδα παρουσιάζεται με πόνο στην άρθρωση. Στη περίοδο ενός 
έτους το ένα τέταρτο των ανθρώπων ηλικίας άνω των 55 ετών βιώνουν ένα επισόδειο 
επίμονου πόνου στο γόνατο από τους οποίους ένας στους έξι απευθύνεται στον γιατρό του 
για αυτό.[4] Η θεραπεία της οστεοαρθρίτιδας πρέπει να είναι εξατομικευμένη για κάθε 
πάσχοντα και θα πρέπει να περιλαμβάνει ένα συνδυασμό θεραπευτικών προσεγγίσεων οι 
οποίες θα τροποποιούνται ανάλογα με την απόκριση του ασθενούς σε αυτές. Δυστυχώς 
σχεδόν όλες οι θεραπείες που έχουν δοκιμαστεί και εφαρμοστεί περιλαμβάνουν φάρμακα 
ή χειρουγική επέμβαση ή και τα δύο.[5] Η τοξικότητα και τα αρνητικά προφίλ των 
υπάρχοντων θεραπειών (όπως NSAIDs, COX 2 inhibitors, και ολική αντικατάσταση της 
άρθρωσης) τις καθιστούν δυσμενείς σε σύγκριση με τις παραδοσιακές παρεμβάσεις όπως η 
άσκηση, η απώλεια βάρους, ειδικοί ιμάντες και τα ορθωτικά. [6] Η προτεινώμενη ιεραρχία 
της αντιμετώπισης θα πρέπει να αποτελείται από μη φαρμακολογικές θεραπείες πρώτα, 
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μετά φάρμακα και τέλος αν είναι απαραίτητο χειρουργική επέμβαση. Πολύ συχνά το πρώτο 
μέρος παραβλέπεται ή δεν του δίνεται η απαραίτητη έμφαση.[2] 
Οι μη φαρμακευτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν την επιμόρφωση του κόσμου για 
την οστεοαρθρίτιδα, την απώλεια βάρους, την άσκηση, την φυσιοθεραπεία, τους ειδικούς 
ιμάντες και τα ορθωτικά. Οι φαρμακευτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν αναλγητικά, 
χορήγηση κορτικοστεροειδών ή υαλουρονικού μεσα στην άρθρωση. Οι χειρουργικές 
προσεγγίσεις περιλαμβάνουν την αρθροσκοπική μηνισεκτομή, την οστεοτομία και την 
αντικατάσταση της άρθρωσης. [2] 
 
Α.1.2 Ταξινόμηση 
 
Η οστεοαρθρίτιδα περιλαμβάνει κλινικά και ακτινολογικά χαρακτηριστικά τα οποία 
μπορούν να εντοπιστούν σε οποιαδήποτε πάθηση των αρθρώσεων  γεγονός το οποίο οδηγεί 
στη πρόταση ότι η ΟΑ μπορεί να ταξινομηθεί ως πρωτογενής (ιδιοπαθής) ή δευτερογενής. 
Πολλές διαταραχές μπορούν να αναγνωριστούν ως υπαίτιες της δυτερογενούς ΟΑ και 
μπορούν να διαχωριστούν σε 4 κατηγορίες (Πίνακας 1). Παραταύτα η κατηγοριοποίηση σε 
πρωτογενής ή δευτερογενής δεν είναι πάντα ξεκάθαρη, καθώς πολλοί ασθενείς 
δευτερογενούς οστεοαρθρίτιδας έχουν και προδιάθεση σε αυτήν.[7] 
Ένας άλλος άξονας κατηγοριοποίησης της ΟΑ σχετίζεται με τον αριθμό και τον 
διαμερισμό των προσβεβλημένων αρθρώσεων. Η προσβολή πρισσότερων της μίας 
άρθρωσης ανά ασθενή είναι πολύ συχνό φαινόμενο και πολλές μελέτες πλυθησμού έχουν 
δείξει πως η ΟΑ μίας άρθρωσης συνδέεται και με άλλες αρθρώσεις χωρίς να μπορεί να 
αποδοθεί εξ ολοκλήρου στην τυχαιότητα ή την ηλικία. [1] 
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Πίνακας 1: Κατηγοριοποίηση της οστεοαρθρίτιδας. [1] 
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Α.1.3 Επιδημιολογία – Επιπολασμός 
 
Η οστεοαρθρίτιδα του γονάτου αποτελεί μία κοινή ασθένεια με την συχνότητα εμφάνισης 
της να αυξάνεται με την ηλικία. Ο επιπολασμός της σε παγκόσμιο επίπεδο από 
ακτινογραφικά δεδομένα σύμφωνα με έρευνα του 2010 εκτιμήθηκε σε 3.8% (95% UI-
uncertainity interval 3.6%-4.1%). Η εμφάνιση στις γυναίκες ήταν μεγαλύτερη (mean 4.8%; 
95% UI 4.4%-5.2%) απ’ ότι στους άντρες (mean 2.8%; 95% UI 2.6%-3.1%). Δεν πατρατηρήθηκε 
μεταβολή στον επιπολασμό της (age-standardised, κανονικοποίηση με βάση την ηλικία) 
ανάμεσα στο 1990 (mean 3.8%; 95% UI 3.6%-4.0%) και το 2010 (mean 3.8%; 95% UI 3.6%-
4.1%) για καθένα από τα δύο φύλα (Εικόνα). Ο συχνότητα εμφάνισης με βάση την ηλικία 
κορυφώνεται γύρω στα 50 έτη. [8] 
 
 
 
Α.1.4 Φαινότυποι 
 
Η οστεοαρθρίτιδα του γονάτου αποτελεί μία ετερογενή ασθένεια με πολύπλοκη 
παθολογία. Ανάλογα με την παθολογία του ασθενούς μπορούν να χαρακτηριστούν 
διαφορετικοί φαινότυποι της ασθένειας οι οποίοι είναι αποτέλεσμα διαφορετικών 
μηχανισμών.[9] Μία συστηματική μελέτη ανασκόπησης από τους Sell’Isola et al. το 2016 
Πίνακας 2: Συχνότητα εμφάνισης της ΟΑ του γονάτου (κανονικοποίηση με  βάση την ηλικία ) ανά 
γεωγραφική περιοχή και φύλο. Μελέτη του 2010 από τον GBD (Global Burden of Disease). (Cross M. et 
al., The global burden of hip and knee osteoarthritis: Estimates from the Global Burden of Disease 2010 
study. 2014) 
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αναγνώρισε 6 διαφορετικούς φαινοτύπους στην οστεοαρθρίτιδα: 1) χρόνιο πόνο (με εμφανή 
κεντρικό μηχανισμό βλάβης), 2)φλεγμονή, 3)μεταβολικό σύνδρομο, 4) μεταβολισμός του 
οστού και του χόνδρου 5)μηχανική επιβάρυνση και 6)ελαφριά αρθρική πάθηση. Οι έξι 
φαινότυποι πιθανόν αντιπροσωπεύουν διαφορετικές αιτιολογίες, με εξαίρεση την ελαφριά 
αρθρική πάθηση που ορίζεται με βάση την βαρύτητα των συμπτωμάτων.[10] 
Μία άλλη συστηματική ανάλυση από τους Deveza LA et al., το 2017 αναφέρεται στα 
χαρατηριστικά εκείνα με τα οποία μπορούν να διαχωριστούν οι φαινότυποι της 
οστεοαρθρίτιδας του γονάτου. Οι κλινικοί φαινότυποι είναι αυτοί που μελετώνται 
συχνότερα, ακολουθούμενοι από τους εργαστηριακούς και τους ακτινογραφικούς 
φαινοτύπους. Οι συγγραφείς της ανάλυσης συμπέραναν ότι οι κλινικοί φαινότυποι 
σχετίζονται με την αίσθηση του πόνου, το ψυχολογικό στρές, τα ακτινογραφικά 
αποτελέσματα, τον δείκτη μάζας σώματος, την μυική δύναμη, την φλεγμονή και την ύπαρξη 
κάποιου σύνδρομου (ιδιαίτερα του μεταβολικού). Επίσης οι συγγραφείς συμπέραναν ότι το 
φύλο, οι διαταραχές του μεταβολισμού, ο τραυματισμός του χόνδρου και η φλεγμονή είναι 
περισσότερο σχετικές με τους φαιντύπους που προκύπτουν από την ανάλυση της δομής της 
άρθρωσης.[11]  
 
Α.1.5 Αιτιολογία και παράγοντες κινδύνου 
 
Από επιδημιολογικές μελέτες έχουν εντοπιστεί μοτίβα που αφορούν την εμφάνιση 
ΟΑ και μας παρέχουν με ενδείξεις για την παθογένεια της ασθένειας του πάσχοντα. Ένα 
μοντέλο εξέτασης της παθογένιας της ΟΑ, που έχει λάβει σημαντική αναγνώριση, μας 
παρέχει μία βάση για την κατανόηση των αιτιών εμφάνισης της νόσου. Αρχές αυτού του 
μοντέλου είναι: 1) Η θεώρηση της λειτουργίας των ιστών και δομών της άρθρωσης ως ένα 
βιολογικό -μηχανικό σύστημα που διατηρεί την σωστή κίνηση της άρθρωσης και αποτρέπει 
την υπερβολική επιβάρυνση της. 2) Το γεγονός οτι συστημικοί παράγοντες που αυξάνουν 
την γενική ευαισθησία των αρθρώσεων απέναντι στην φθορά και τοπικοί μηχανικοί 
παράγοντες που προκαλούν προβλήματα στην λειτουργία της άρθρωσης παίζουν μείζονα 
ρόλο στην εκτίμηση  της πιθανότητας εμφάνισης ΟΑ 3) Οι συστημικοί παράγοντες 
αλληλεπιδρούν με τους μηχανικούς παράγοντες στο μικροπεριβάλλον μίας άρθρωσης για να 
ορίσουν αν θα εμφανιστεί ΟΑ και πόσο γρήγορα θα εξελιχθεί. [12] 
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Στους συστημικούς παράγοντες περιλαμβάνονται η ηλικία, το φύλο, οι φυλετικές 
ορμόνες, η οστέινη πυκνότητα, η φυλή/εθνικότητα, το γονιδίωμα και η διατροφή. Στους 
τοπικούς μηχανικούς παράγοντες περιλαμβάνονται η παχυσαρκία, ο τραυματισμός και η 
καταπόνεση της άρθρωσης, οι δομικές ανωμαλίες της άρθρωσης, η μυική δύναμη. Οι 
συστημικοί με τους τοπικούς παράγοντες πιθανόν δρούν με έναν αρθρο-ειδικό τρόπο για να 
καθορίσουν αν μία απόκριση επανόρθωσης στην άρθρωση είναι φυσιολογική ή όχι και αν 
μπορεί ή οχι να παρέχει προστασία από μελλοντική φθορά. Η μεγάλη ετερογένεια στην 
απόκριση του οργανισμού στην ΟΑ που έχει παρατηρηθεί μετά την εμφάνιση της 
υποδεικνύει τον σημαντικό ρόλο αυτών των παραγόντων στην βιολογική απόκριση σε από 
τραυματισμό μίας άρθρωσης. [13][14] 
 
Α.2 Χονδροκύτταρα και ομοιόσταση αρθρικού χόνδρου  
 
Α.2.1 Χονδρογένεση και ενδοχόνδρια οστεοποίηση 
 
Η χονδρογένεση αποτελεί την αρχική φάση της σκελετικής ανάπτυξης 
περιλαμβάνοντας την συνάρθροιση και την μετανάστευση μεσεγχυματικών κυττάρων, την 
συσσωμάτωση των πρόδρομων χονδροκυττάρων, την διαφοροποίηση και ωρίμανση τους η 
οποία θα οδηγήσει στον σχηματισμό της άρθρωσης, και του οστού κατά την διάρκεια της 
ενδοχόνδριας οστεοποίησης.[15] Αυτή η διαδικασία ρυθμίζεται από τις αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των κυττάρων και της εξωκυττάριας ουσίας που τα περιβάλει καθώς και από 
αυξητικούς παράγοντες, παράγοντες διαφοροποίησης και περιβαλλοντικούς παράγοντες 
που ενεργοποιούν ή καταστέλουν κυτταρικά σηματοδοτικά μονοπάτια και ρυθμίζουν την 
γονιδιακή έκφραση. Η ανάπτυξη των αρθρώσεων χωρίζεται σε δύο βασικά γεγονότα: τον 
σχηματισμό μίας πρώιμης αρθρικής δομής που θα λειτουργήσει σαν ικρίωμα για την 
ανάπτυξη των υπόλοιπων στοιχείων του σκελετού και την επακόλουθη ανάπτυξη της 
άρθρωσης. Η αρθρωση αναπτύσεται από το αρχικό αναγγείοτο και πυκνά στιβαγμένο 
Εικόνα 1: Η παθογένεση της ΟΑ διαγραμματικά. (Arden N and Nevitt M C: Osteoarthritis: Epidemiology. 
2006) 
13 
 
κυτταρικό μεσέγχυμα. Τα κύτταρα του μεσεγχύματος οργανώνονται αρχικά σε 
συσσωματώματα και στην συνέχια χωρίζονται σε δύο γενεαλογίες, αυτήν των 
χονδροκυττάρων και αυτή των μυικών κυττάρων, οι οποίες καθορίζουν την μορφοποίηση 
της άρθρωσης κεντρικά και του μυός περιφερικά. Η μετατροπή των μεσεγχυματικών 
κυττάρων σε πρόδρομα χονδροκύτταρα ρυθμίζεται από κυτταρικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
των μεσεγχυματικών και των επιθηλιακών κυττάρων που τα περιβάλλουν.[15] Στο επόμενο 
στάδιο της χονδρογένεσης γίνεται συσσωμάτωση των πρόδρομων χονδροκυττάρων με την 
επίδραση σημάτων προερχόμενη από τα παρακείμενα κύτταρα και τα μόρια της 
εξωκυττάριας ουσίας, όπως την cartilage oligomeric protein (COMP),[16] τον fibroblast 
growth factor (FGF), την hedgehog, τις bone morphogenetic proteins (BMPs), το μονοπάτι 
Wnt τα οποία συνεργατικά οδηγουν στην διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων και στην 
σωστή ανάπτυξη των άκρων κατά μήκος του ραχοκοιλιακού και κεντροπεριφεριακού 
άξονα.[17] Οι BMPs οι οποίες αρχικά είχαν χαρακτηριστεί ως μόρια που επάγουν την 
ενδοχόνδρια οστεογένεση (Urist, 1965), θέτουν την βάση για την μορφογένεση του οστού 
ξεκινώντας την διαφοροποίηση των πρόδρομων χονδροκυττάρων αλλά επίσης ρυθμίζουν τα 
μετέπειτα στάδια της ωρίμανσης των χονδροκυττάρων και της τελικής διαφοροποίησης τους 
σε υπερτροφικά. Οι BMP-2, -4 και -7 ρυθμίζουν συνεργιστικά την ανάπτυξη του άκρου 
δρώντας  στα συσσωματώματα των πρόδρομων κυττάρων και συγκεκριμένα η δράση των 
BMPs εξαρτάται από τον χώρο και τον χρόνο έκφρασης των BMP υποδοχέων και των 
ανταγωνιστών τους όπως οι noggin και chordin.[18] 
Για την διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων κρίνεται απαραίττητη και η δράση του 
κολλαγόνου II, IX, XI και των αγγρεκανών του εξωκυττάριου υγρού καθώς και των SOX 
πρωτεϊνών, η έκφραση των οποίων εξαρτάται από την BMP σηματοδότηση μέσω των BMP 
υποδοχέων (BMPR1A και BMPR1B) οι οποίοι είναι ενεργοί στα συσσωματώματα των 
χονδροκυττάρων και όχι στον επιχείλιο χόνδρο.[19][20] Οι BMPs επάγουν σήματα μέσω της 
δημιουργίας ετεροδιμερών συμπλόκων και με τους δύο τύπους υποδοχέων τους, οι οποίοι 
διαθέτουν δραστικότητα κινάσης σερίνης-θρεονίνης. Κατά την BMP σηματοδότηση, ο 
υποδοχέας τύπου 2 (BMPRII) φωσφορυλύει υποδοχείς τύπου I, ALK-2, BMPRIA/ALK-3, και 
BMPRIB/ALK-6.[21][22] Η σηματοδότηση ενεργοποιεί το κανονικό μονοπάτι SMAD, το οποίο 
περιλαμβάνει τις σηματοδοτικές πρωτεΐνες Smad 1, 5, και 8 (με δράση ενεργοποιητή) και τις 
Smad 6 και 7 (με δράση αναστολέα). Άλλοι μεταγραφικοί παράγοντες επαγόμενοι από BMPs 
είναι οι JunB, JunD και τα μέλη των οικογενειών ID και DLX.[23] Οι BMPs επάγουν την 
σηματοδότηση και την ενεργοποίηση της κινάσης TAK1 (TGFb-activated kinase 1), η οποία 
αντιδρά με την MEKK1 και ενεργοποιεί τους καταρράκτες σημάτων p38 και JNK, είτε 
ενεργοποιεί την σηματοδότηση Ras/ERK1/2 ή RhoA/ROCK.[20] Το μονοπάτι p38 συμβάλει 
στην συσσωμάτωση των πρόδρομων χονδροκυττάρων και η ενεργοποίηση των ERK1/ERK2 
έχει σαν αποτέλεσμα την αλληλεπίδρασή τους με την BMP-2 σηματοδότηση προάγοντας την 
χονδρογένεση.[24] Μετά την BMP-επαγώμενη φωσφορυλίωση των ενεργοποιημένων από 
υποδοχείς (R)-SMADs, αυτοί δημιουγούν σύμπλοκα με την Smad4 και μεταφέρονται στον 
πυρήνα όπου συνδέονται στους υποκινητές των γονιδίων-στόχων. Επίσης τα σύμπλοκα των 
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Smads αλληλεπιδρούν με πολλά στοιχεία της μεταγραφής που ενεργοποιούν ή καταστέλουν 
την μεταγραφή γονιδίων.[21] 
Η ισορροπία της σηματοδότησης από BMPs και FGFs καθορίζει τον ρυθμό 
πολλαπλασιασμού των χονδροκυττάρων και κατά συνέπεια τον ρυθμό της διαφοροποίησης 
τους. Στα μακριά οστά, αρκετά μετά το στάδιο της συσσωμάτωσης των χονδροκυττάρων, οι 
BMP-2, -3, -4, -5, και -7 εκφράζονται κυρίως στο περιχόνδριο και μόνο η BMP-7 εκφράζεται 
στα πολλαπλασιαζόμενα χονδροκύτταρα.[25] Σε μετέπειτα στάδιο ανιχνεύονται μόνο οι 
BMP-6 και BMP-2. Από τους πολλούς FGFs που έχουν εντοπιστεί ως τώρα, οι προσδέτες που 
ενεργοποιούν τους FGFRs in vivo κατά την διάρκεια της χονδρογένεσης είναι αρκετά δύκολο 
να εντοπιστούν, αλλά η σηματοδότηση εξαρτάται από την χωρική και χρονική διευθέτηση 
όχι μόνο των FGFRs αλλά και των προσδετών τους.[26] Ο πολλαπλασιασμός των 
χονδροκυττάρων στην κατώτερη ζώνη πολλαπλασιασμού και στην προ-υπερτροφική ζώνη 
είναι υπό τον έλεγχο μίας τοπικής αρνητικής ανατροφοδότησης  ανάμεσα στην μεταγωγή 
σημάτων από την PTHrP και την Indian hedgehog (Ihh). [27][28] Η PTHrP προάγει την 
ανάπτυξη των χονδροκυττάρων και η Ihh επηρεάζει θετικά την μεταγραφή του γονιδίου της 
PTHrP και προσθετικά η έκφραση της Ihh ελέγχεται χωρικά και χρονικά από BMP και FGF 
σηματοδότηση. Επίσης οι PTHrP και Ihh δρουν στα χονδροκύτταρα του αναπτυσσόμενου 
οστού επάγοντας άλλους παράγοντες για να καθορίσουν ποιά χονδροκύτταρα θα 
αποτελέσουν μέρος του χόνδρου και ποιά θα ακολουθήσουν την ενδοχόνδρια 
οστεοποίηση.[29]  
Η δημιουργία των μακριών οστών από τον αναπτυσσόμενο χόνδρο συμβαίνει κατά 
την ενδοχόνδρια οστεοποίηση, η οποία περιλαμβάνει την τελική διαφοροποίηση των 
χονδροκυττάρων σε υπερτροφικά χονδροκύτταρα, την ασβεστοποίηση του αρθρικού 
πλέγματος, την αγγειοποίηση και την οστεογένεση.[30] Αυτή η διαδικασία ξεκινά με την 
μετατροπή των χονδροκυττάρων, έπειτα από ρυθμισμένη σηματοδότηση, σε υπερτροφικά 
με την αύξηση του όγκου του κυτταρικού υγρού σχεδόν κατά 20 φορές. Η Ihh είναι 
απαραίττητη για την ενδοχόνδρια μορφοποίηση του οστού και συγχρονίζει την 
αγγειοποίηση του οστού με την ωρίμανση του περιχόνδριου. Η Ihh εκφράζεται στα προ-
υπερτροφικά χονδροκύτταρα όπως μεταβαίνουν από την φάση πολλαπλασιασμού στην 
υπερτροφική φάση και αρχίζουν να εκφράζουν τους υπερτροφικούς δείκτες, κολλαγόνο 
τύπου Χ (Col10a1) και αλκαλική φωσφατάση. Αναφορα Η Runx2 δρά ως θετικός ρυθμιστής 
στην ωρίμανση των χονδροκυττάρων σε υπερτροφικά χονδροκύτταρα και αλληλεπιδρά με 
τις Ihh,Col10a1,BMP-6.[31] Οι επαγώμενες-από-Smad1 BMPs και οι αλληλεπιδράσεις 
ανάμεσα στις Smad1 και Runx2/Cbfa1 είναι σημαντικές για τον υπερτροφισμό των 
χονδροκυττάρων.[32] Η Matrix metalloproteinase (MMP)-13, ένας καθοδικός στόχος της 
Runx2, εκφράζεται στο τελικό στάδιο των χονδροκυττάρων και χωρίς αυτήν τα υπερτροφικά 
χονδροκύτταρα δεν προχωρούν σε οστεοποίηση. Άλλες πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας 
(ECM), όπως οι osteocalcin και osteopontin, παίζουν σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση 
κυττάρου με εξωκυττάρια ουσία κατά την οστεοποίηση. Η τροποποίηση της ECM η οποία 
συνοδεύει την τελική διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων παίζει σημαντικό ρόλο στην 
επίδραση του μικροπεριβάλλοντος των χονδροκυττάρων, επίδραση η οποία τα οδηγεί τελικά 
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σε απόπτωση των υπερτροφικών χονδροκυττάρων με σκοπό την την αντικατάστασή τους 
από οστέινο ιστό.[33] Συμπερασματικά η σύσταση της εξωκυττάριας ουσίας και οι 
τροποποιήσεις που δέχεται παίζει καθοριστικό ρόλο οριοθετόντας την υπερτροφία των 
χονδροκυττάρων, την αγγειογένεση και την δημιουγία των οστεοβλαστών κατά την 
ενδοχόνδρια οστεοποίηση.[15] 
Τα γεγονότα της χονδρογένεσης και της οστεοποίησης με σκοπό την δημιουργία 
οστών λαμβάνουν πυρετοδώς χώρα κατά την εμβρυική και μεταεμβρυική ανάπτυξη. Οι 
χόνδρινες δομές σχηματίζονται από την συσσωμάτωση μεσεγχυματικών κυττάρων, 
ακολουθούμενη από την διαφοροποίηση τους σε χονδροκύτταρα και την έκκριση ουσιών 
του εξωκυττάριου πλέγματος (extracellular matrix, ECM). Αφού σχηματιστεί μία χόνδρινη 
δομή, η διακυτταρική σηματοδότηση από τα παρακείμενα κύτταρα και το περιβάλλον τους 
οδηγεί στην δημιουγία ζωνών κυττάρων, ποικίλης ωρίμανσης οι οποίες θα δημιουγήσουν τα 
πρωτογενή και δευτερογενή κέντρα οστεοποίησης. Αυτά τα κέντρα οστεοποίησησης 
ονομάζονται και αναπτυξιακές πλάκες οι οποίες αποτελούνται από τρείς βασικές ζώνες 
κυττάρων διαφορετικής ωρίμανσης και διαφορετικής μεταβολικής δραστηριότητας. [34] Οι 
ζώνες που αποτελούν μία αναπτυξιακή πλάκα χαρακτηρίζονται κατά σειρά ως ζώνη ηρεμίας, 
ζώνη πολλαπλασιασμού και υπερτροφική ζώνη. Τα κέντρα οστεοποίησης ταυτόχρονα και 
βαθμιαία αυξάνουν την έκταση που καταλαμβάνουν, με την πρόοδο της ανάπτυξης, και 
αντικαθιστούν πλήρως την χόνδρινη δομή με σκοπό την δηιουργία οστού, αφήνωντας 
εκτεθημένες τις επιφάνειες στις οποίες θα αναπτυχθούν οι αρθρώσεις. Η σημαντικότητα της 
χόνδρινης δομής του πρώιμου οστού έγκειται στην παροχή μίας σταθερής βάσης πάνω στην 
οποία θα μπορέσει να αναπτυχθεί βαθμιαία το οστό κατά την διάρκεια της ανάπτυξης και 
επίσης στον ρόλο της για την επιμήκη ανάπτυξη του οστού. Το μέρος του χόνδρου που 
συμμετέχει στην ενδοχόνδρια οστεοποίηση θα αναφέρεται ως αναπτυξιακός χόνδρος. Ο 
αναπτυξιακός χόνδρος εντοπίζεται σε δύο περιοχές σε κάθε άκρο ενός αναπτυσόμενου 
μακρύ οστού: στην αναπτυξιακή πλάκα και στην επίφυση της άρθρωσης οι οποίες 
καθοδηγούν την άυξηση των προτωγενών και δευτερογενών κέντρων οστεοποίησης 
αντίστοιχα. Η οργάνωση των ζωνών των κυττάρων στην αναπτυξιακή πλάκα και στην 
επίφυση της άρθρωσης δεν είναι όμοια.[35] 
Ανεξάρτητα από την περιοχή ή το στάδιο της ανάπτυξης, τα χονδροκύτταρα της 
αναπτυξιακής πλάκας είναι ταξινομημένα σε μορφολογικά ξεκάθαρες ζώνες, οι οποίες 
αντανακλούν τις αλλαγές στα λειτουργικά στάδια των κυττάρων. Η ζώνη μακρύτερα από το 
μέτωπο της οστεοποίησης είναι η ζώνη ωρίμανσης. Η επόμένη ζώνη που βρίσκεται πιο κοντά 
στο μέτωπο οστεοποίησης είναι η ζώνη πολλαπλασιασμού, όπου τα χονδροκύτταρα από 
στογγυλά γίνονται πεπλατυσμένα και πακετάρονται σε συσσωματώματα. Μετά το στάδιο 
πολλαπλασιασμού τα χονδροκύτταρα περνούν στο στάδιο των προ-υπερτροφικών 
χονδροκυττάρων.[36] Έπειτα περνούν στο υπερτροφικό στάδιο όπου αυξάνουν δραματικά 
σε όγκο και ταυτόχρονα έχουν μεγάλες εκκρίσεις που αποτελούν μέρος της εξωκυττάριας 
ουσίας, η οποία στην συνέχεια θα αλατοποιηθεί. Ο πολλαπλασιασμός των χονδροκυττάρων 
και η εκκρίσεις τους που διαμορφώνουν την ECM προκαλούν την αύξηση του 
αναπτυσόμενου οστού. Τα υπερτροφικά κύτταρα καθώς ωριμάζουν και πεθαίνουν το 
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εγκάρσιο αρθρικό πλέγμα που τα χωρίζει καταστρέφεται, αφήνωντας τα κάθετα χωρίσματα 
ανέπαφα επιτρέποντας την είσοδο των κυττάρων υπεύθυνων για την οστεοποίηση, δηλαδή 
τα αγγεία, τους οστεοκλάστες, τους πρόδρομους οστεοβλάστες και τα κύτταρα του μυελού. 
Οι οστεοκλάστες είναι σημαντικοί στην αφαίρεση του χόνδρινου πλέγματος και οι 
διαφοροποιημένοι οστεοβλάστες χρησιμοποιούν τα εναπομίναντα στοιχεία του χόνδρινου 
πλέγματος  ως ικρίωμα για την εναπόθεση του οστέινου πλέγματος.[34] 
Επειδή ο αρθρικός χόνδρος υπολείπεται αγγείωσης, τα χονδροκύτταρα παίρνουν το 
οξυγόνο τους και τα απαραίτητα θρεπτικά συστατικά από το αρθρικό υγρό μέσω διάχυσης. 
Η συγκέντρωση του οξυγόνου στον χόνδρο είναι 1-3% σε σχέση με το 21% της ατμόσφαιρας. 
Οι ενεργειακές απαιτήσεις των χονδροκυττάρων καλύπτονται κυρίως μέσω της γλυκόλυσης, 
όπου η γλυκόζη μεταβολίζεται κάτω από αναερόβιες συνθήκες σε γαλακτικό.k[37]m Τα 
χονδροκύτταρα συνδέονται με το εξωκυτταρικό πλέγμα μέσω πρωτεϊνών σύνδεσης στην 
επιφάνεια τους, τις ιντεγκρίνες, οι οποίες αντιστέκονται στην μηχανική καταπόνεση. 
Παρομοίως τα χονδροκύτταρα διαθέτουν στην επιφάνεια τους υποδοχείς για μία ποικιλία 
αυξητικών παραγόντων και κυτοκινών, τα οποία ρυθμίζουν την αναβολικές και καταβολικές 
λειτουργίες στα κύτταρα στόχους τους. Τα χονδροκύτταρα εκκρίνουν τα συστατικά του 
εξωκυτταρικού πλέγματος και τα ένζυμα τα οποία μπορούν να αποικοδομήσουν αυτό το 
πλέγμα. Έτσι τα χονδροκύτταρα είναι υπεύθυνα για την διατήρηση της ομοιόστασης του 
χόνδρου. Η διατηρητέα λειτουργία και η αντοχή του αρθρικού χόνδρου δείχνει την 
σημαντική ρυθμιστική φύση των χονδροκυττάρων.[38] 
Οι αυξητικοί παράγοντες της άρθρωσης είναι απαραίττητοι για την σύνθεση και 
διατήρηση του εξωκυττάριου πλέγματος που θα προστατέψει την άρθρωση από φθορές 
λόγω κίνσης, τραυματισμού ή φλεγμονής. Τα επιπέδα των παραγόντων αυτών σε υγειή 
χόνδρο ενήλικα είναι χαμηλά για την διατήρηση του πλέγματος. Παρότι πολλοί παράγοντες 
είναι αυξητικοί κάποιοι από αυτούς μπορούν να επάγουν και την αποικοδόμηση του χόνδου 
και είναι εν μέρη υπεύθυνοι για τις  καταβολικές διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα κατά την 
οστεοαρθρίτιδα.[39] Οι πιο καλά χαρακτηρισμένοι παράγοντες που αφορούν την ανάπτυξη 
και διατήρηση του χόνδρου περιλαμβάνουν τους εξής: transforming growth factor beta (TGF-
b), bone morphogenic proteins (BMPs), cartilage-derived morphogenic proteins (CDMPs), 
insulin-like growth factors (IGFs), connective-tissue growth factor(CTGF), hepatocyte growth  
factor (HGF), and fibroblast growth factor (FGF). Στην αντίπερα όχθη οι παράγοντες που 
επάγουν την αποικοδόμηση του χόνδρου, είναι δυνητικά καταλύτες της ΟΑ. Μερικοί από 
του παράγοντες καταβολισμού του χόνδρου περιλαμβάνουν: πρωτεάσες, fibronectin, 
κάποιους νευροδιαβιβαστές και φλεγμονώδους παράγοντες οι οποίοι έχουν παρατηρηθεί 
και στην εκδήλωση της ΟΑ. [40][41] 
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Εικόνα 3: Η σειρά των 
γεγονότων της 
χονδρογένεσης κατά την 
ανάπτυξη μακρυών οστών: Α) 
Παρουσιάζονται σχηματικά 
τα διαφορετικά στάδια, 
δείχνονται χρονικά οι 
αναπτυξιακοί και 
διαφοροποιητικοί 
παράγοντες (πάνω από τα 
βέλη) και οι μεταγραφικοί 
παράγοντες που εμπλέκονται 
(κάτω από τα βέλη). Από 
κάτω από αυτά φαίνονται οι 
πρωτείνες του εξωκυττάριου 
πλέγματος που διακρίνουν τα 
διαφορετικά αναπτυξιακά 
στάδια. Β) Μοντέλο ρύθμισης 
της αναπτυξιακής πλάκας 
που δείχνει τα σημεία έκφρασης και δράσης  των Ihh/PTHrP, FGF, και BMP pathways στις διαφορετικές 
ζώνες και στο περιχόνδριο. (Martel J. et al, Cartilage in normal and osteoarthritis conditions. 2008) 
 
 
Εικόνα 2: Σχηματικό διάγραμμα που δείχνει τα γεγονότα που οδηγούν στην αντικατάσταση του 
εμβρυικού χόνδρου από οστό. Α) Εμβρυικός χόνδρος. Β) Εκκίνηση σχηματισμού του πρωταρχικού 
κέντρου οστεοποίησης στο κέντρο του εμβρυικού χόνδρου. C) Εμφανώς σχηματισμένο πρωταρχικό 
κέντρο οστεοποίησης. D) Τα δευτερογενή κέντρα οστεοποίησης έχουν σχηματιστεί και διαχωρίζονται 
από το πρωταρχικό κέντρο με την αναπτυξιακή πλάκα. Ο χόνδρος AEGC (articular-epiphyseal growth 
cartilage) παραμένει κάτω από τον μόνιμο αρθρικό χόνδρο για να σχηματίσει την επίφυση. Ε) Στο 
ενήλικο οστό το μεταφύσιο και το επιφύσιο οστό έχουν συγχωνευτεί μεταξύ τους, το οποίο οδηγεί 
στην εξαφάνιση της αναπτυξιακής πλάκας. Ο χόνδρος AEGC έχει αντικατασταθεί από οστό και ο μόνος 
χόνδρινος ιστός που έχει μείνει είναι ο μόνιμος χόνδρος στην άκρη κάθε οστού. (Martel J. et al, 
Cartilage in normal and osteoarthritis conditions. 2008) 
18 
 
 
Α.2.2 Δομή αρθρικού χόνδρου και μεταβολισμός χονδροκυττάρων 
 
Ο αρθρικός χόνδρος αποτελεί έναν εξειδικευμένο ιστό, χωρίς νεύρωση και χωρίς 
αγγείωση οποίος παρέχει την κάλυψη των οστέινων τμημάτων των διαρθρώσεων. Είναι 
απαραίττητος για την αντοχή της άρθρωσης στο βάρος του σώματος, απορροφά τους 
κραδασμούς, αντέχει στις δυνάμεις διάτμησης της αρθρώσεως. Οι μοναδικές ιδιότητες 
αυτού του τύπου ιστού οφείλονται στην δομή και σύνθεση του αρθρικού πλέγματος 
(cartilage matrix), η οποία αποτελείται από υψηλές συγκεντρώσεις πρωτεογλυκανών 
(αγγρεκάνες) συνυφασμένες σε ένα πυκνό δίκτυο ινών κολλαγόνου μαζί με μία μεγάλη 
ποσότητα νερού. Ο ιστός αυτός επιτρέπει τις φθορές κατά την κίνηση της άρθρωσης, για την 
οποία απορροφά και κατανέμει το φορτίο. Ο αρθρικός χόνδρος περιλαμβάνει έναν 
διάσπαρτο αριθμό κυττάρων, τα επανομαζόμενα χονδροκύτταρα, τα οποία είναι υπεύθυνα 
για την σύνθεση και διατήρηση του αρθρικού πλέγματος. Το αρθρικό πλέγμα αποτελείται 
από μακρομόρια με τα κυριότερα να είναι οι πρωτεωγλυκάνες (αγγρεκάνες) και το 
κολλαγόνο. Αυτά τα μακρομόρια είναι καλά ταξινομημένα από την επιφάνεια του χόνδρου 
μέχρι και τα βαθύτερα στρώματα. Ο χόνδρος διαχωρίζεται σε 4 ζώνες, κάθε μία από τις 
οποίες έχει διαφορετική λειτουργία: την επιφανειακή ή ζώνη ολίσθησης, την ενδιάμεση ή 
μεταβατική, την εν τω βάθει και την ασβεστοποιημένη. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα 
όρια μεταξύ των τριών πρώτων ζωνών δεν είναι πολύ ξεκάθαρα.[42] 
Η επιφανειακή ζώνη, που αποτελεί και την πιο λεπτή, συντίθεται από λεπτές ίνες 
κολλαγόνου οι οποίες εφάπτονται μεταξύ τους, χαμηλή ποσότητα πρωτεογλυκανών και 
επιμηκυσμένα χονδροκύτταρα ευθυγραμμισνένα παράλληλα στην επιφάνεια. Η 
επιφανειακή ζώνη εφάπτεται με το αρθρικό υγρό και είναι υπεύθυνη για τις ελαστικές 
ιδιότητες του χόνδρου που τον κάνουν ικανό να αντέχει τις δυνάμεις διάτμησης, τεντώματος 
και πίεσης που προκύπτουν από την κίνηση της άρθρωσης.[43] 
Η ενδιάμεση ζώνη καταλαμβάνει το 40-60% του συνολικού μήκους του αρθρικού 
χόνδρου. Αποτελείται από πρωτεογλυκάνες και παχιές ίνες κολλαγόνου οργανωμένες σε 
ακτινικές δέσμες ή στρώματα. Τα χονδροκύτταρα αυτής της ζώνης βρίσκονται σε χαμηλή 
πυκνότητα και έχουν κυκλικό σχήμα.[44] 
Στην εν το βάθει ζώνη τα χονδροκύτταρα έχουν το ίδιο σχήμα με αυτά της ενδιάμεσης 
ζώνης και είναι στιβαγμένα κάθετα στην αρθρική επιφάνεια, σε χαμηλή επίσης πυκνότητα. 
Αυτή η ζώνη περιέχει τις μεγαλύτερες ίνες κολλαγόνου σε ακτινική διευθέτηση και την 
μεγαλύτερη πυκνότητα αγγκρεκανών.[45] 
Ο ασβεστοποιημένος χόνδρος διαχωρίζεται από τις άλλες ζώνες μέσω μιας 
χαρακτηριστικής ενδιάμεσης πλάκας (“tidemark”)  η οποία διαχωρίζει, φυσικά και μηχανικά, 
τον χόνδρο από το υποχόνδριο οστό. Η κύρια λειτουργία του φένεται να είναι η πρόσφυση 
του χόνδρινου ιστού στο υποχόνδριο οστό καθώς ινίδια κολλαγόνου από την ακτινωτή ζώνη 
διεισδύουν στον ασβεστοποιημένο χόνδρο. Σε αυτή την ζώνη τα κύτταρα είναι πολύ 
διάσπαρτα και τα χονδροκύτταρα είναι υπερτροφικά.[46] 
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Η περιοχή που περιβάλει τα χονδροκύτταρα αποτελείται από ένα λεπτό στρώμα μη 
ινώδους υλικού, το οποίο πιθανότατα αποτελείται από τις εκκρίσεις των χονδροκυττάρων, 
όπως τις πρωτεογλυκάνες και τις γλυκοπρωτεΐνες. Σε επαφή με την περιοχή αυτή βρίσκεται 
το αρθρικό πλέγμα, που περιέχει ένα πυκνό δίκτυο με λετπές ίνες κολλαγόνου οι οποίες 
σχηματίζουν μία καψιδιακή δομή γύρω από τα κύτταρα και, παρέχει μηχανική υποστήριξη 
στα χονδροκύτταρα.[39] 
 
Α.3 Εκφυλισμός αρθρικού χόνδρου και ενδοχόνδρια οστεοποίηση στην οστεοαρθρίτιδα 
 
Η οστεοαρθρίτιδα επηρεάζει ολόκληρη την άρθρωση, δηλαδή τον χόνδρο, το 
εξωκυτταρικό υγρό και το υποχόνδριο οστό. Τα κύτταρα σε καθέναν από αυτούς τους ιστούς 
έχουν διαφορετική ικανότητα στην απόκριση σε τραυματισμούς της άρθρωσης, απόκριση η 
οποία καταλήγει σε αποικοδόμηση των αρθρικών ιστών. Είναι γενικά αποδεκτό οτι η 
αποικοδόμηση της άρθρωσης χαρακτηρίζεται από δύο φάσεις: μία βιοσυνθετική φάση, κατά 
την οποία τα χονδροκύτταρα της άρθρωσης δρούν προσπαθώντας να επανορθώσουν την 
εξωκυτταρική μήτρα, και μία φάση αποικοδόμησης κατά την οποία τα ένζυμα παραγόμενα 
από τα χονδροκύτταρα δρούν καταβολίζοντας την μήτρα, της οποία η σύνθεση αναστέλεται 
και ακολουθεί η διάβρωση του χόνδρου. Από αναλύσεις RNA στα χονδροκύτταρα της ΟΑ 
άρθρωσης προέκυψε πως δεν είναι μεταβολικά αδρανή αλλά συνθέτουν πρωτεΐνες με 
δομικό και λειτουργικό ρόλο καθώς και ένζυμα αποικοδόμησης. Παραταύτα σε κάποια 
σημεία της άρθρωσης τα κύτταρα μένουν αδρανή και δυστυχώς σε κάποιο σημείο η 
καταβολική δραστηριότητα ξεπερνά την αναβολική και ο ιστός αποικοδομείται. [47][47] [48] 
Στον ενήλικο χόνδρο τα χονδροκύτταρα συνθέτουν τα συστατικά του εξωκυτταρικού 
πλέγματος πολύ αργά. Κατά την διάρκεια της ανάπτυξης η βιοσύνθεση ενεργοποιείται από 
μία ποικιλία αναβολικών παραγόντων και κυτοκινών όπως τα transforming growth factor 
(TGF)-b, bone morphogenetic proteins (BMPs), και insulin-like growth factor I (IGF-I). Στην ΟΑ 
πολλοί από αυτούς τους παράγοντες, και άλλοι όπως οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες, οι tumor 
necrosis factor (TNF)-a και η ιντερλευκίνη 1 (IL-1), παράγονται από τα κύτταρα της 
άρθρωσης. Στον φυσιολογικό χόνδρο υπάρχει μία αυστηρή ρύθμιση στην φυσιολογία της 
μήτρας, η οποία διατηρεί μία λεπτή ισορροπία ανάμεσα στην σύνθεση και την 
αποικοδόμηση. Στη ΟΑ παραταύτα αυτή η ισορροπία διαταράσεται με τις διαδικασίες της 
σύνθεσης και της αποικοδόμησης να εντείνονται. Οι φλεγμονώδεις κυτοκίνες IL-1, TNF-a, IL-
17 και IL-18 δρούν αυξάνοντας την σύνθεση των μεταλλοπρωτεϊνασώνασών της μήτρας 
(matrix metalloproteinases MMPs) και μειώνοντας την έκφραση των αναστολέων τους 
καθώς επιφέρουν μείωση και στην σύνθεση της εξωκυτταρικής μήτρας. Οι αναβολικές 
κυτοκίνες IGF-I, TGF-b1, 2, και 3, fibroblast growth factors (FGFs) 2, 4 και 8, και οι BMPs δρούν 
επάγοντας την σύνθεση της μήτρας. [49][47] 
Τα μοτίβα απόκρισης των κυττάρων κατά την διάρκεια της ΟΑ με την πρώτη ματιά 
δείχνουν να εχουν μεγάλη ετερογένεια, αλλά θα μπορούσαν να συνοψιστούν σε 4 
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κατηγορίες: (1) πολλαπλασιασμός και κυτταρικός θάνατος (απόπτωση), (2) αλλαγές στην 
συνθετική δραστηριότητα, (3) αλλαγές στην αποικοδομιτική δραστηριότητα, (4) 
φαινοτυπική αλλαγή στα χονδροκύτταρα της άρθρωσης και (5) δημιουργία οστεοφύτων. 
Πολλές μελέτες έχουν δείξει πως υπάρχει χαμηλή συχνότητα πολλαπλασιασμού στα 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Η δραστηριότητα που εμφανίζεται στα ΟΑ χονδροκύτταρα 
σχετίζεται περισσότερο με την ευκολότερη πρόσβασή τους σε παράγοντες 
πολλαπλασιασμού του αρθρικού υγρού εξαιτίας της ρήξης ή χαλάρωσης του πλέγματος 
κολλαγόνου είτε εξαιτίας της καταστροφής της μήτρας. Σε κάθε περίπτωση η προσπάθεια 
των χονδροκυττάρων να πολλαπλασιαστούν είναι πιθανότατα αυτό που προκαλεί την 
συσσωμάτωσή τους, που είναι κύριο χαρακτηριστικό της ΟΑ.[50] 
Η μείωση της ποσότητας των πρωτεογλυκανών  είναι ένα από τα σημαντικότερα 
σημεία στην αποικοδόμηση του χόνδρου. Από in situ αναλύσεις φένεται πως τα αποθέματα 
των συστατικών της εξωκυττάριας ουσίας μειώνονται στις ανώτερες ζώνες του αρθρικού 
χόνδρου στις οποίες είναι ανεσταλμένη η έκφραση των αγγρεκανών της μήτρας. Η σύνθεση 
πρωτεϊνών της μήτρας είναι μειωμένη στις μεσέες και βαθύτερες ζώνες του χόνδρου όπου η 
εξωκυττάρια μήτρα είναι ιστοχημικά ανεπηρέαστη και οι πρωτεογλυκάνες δεν είναι πολύ 
μειωμένες.[51] Αυτό εξηγεί εν μέρει την μείωση των πρωτεογλυκανών στις ανώτερες ζώνες, 
εάν κάποιος υποθέσει ότι η επίδραση των αγγρεκανών στις ανώτερες ζώνες  είναι μειωμένη 
και η αυξημένη σύνθεση τους σε μία ζώνη δεν μπορεί να υποκαταστήσει την μειωμένη 
σύνθεση τους σε άλλες ζώνες. [51] 
Τα αρθρικά χονδροκύτταρα συνθέτουν διάφορες MMPs, τις MMPs 1, 2, 3, 7, 8, 13, 
και 14 καθώς και πολλές πρωτεϊνάσες κυστείνης και σερίνης. Τα περισσότερα από αυτά 
έχουν αυξημένες ενζυματικές δραστικότητες στην ΟΑ είτε λόγω αύξησης της έκφρασης των 
γονιδίων τους είτε λόγω μείωσης των αναστολέων τους.[52] Σε σχεδόν όλα τα ΟΑ 
χονδροκύτταρα οι MMP-3 (stromelysin), MMP-8 (collagenase-2) και MMP-13 (collagenase-3) 
ήταν αυξημένες. Πολλές MMPs ενεργοποιούνται μετά από έκθεση των κυττάρων σε 
φλεγμονώδεις κυτταροκίνες. Η MMP-13 είναι το κύριο ένζυμο αποικοδόμησης του 
κολλαγόνου τύπου 2, πέρα από τις MMPs 7,9,14. Αυτό δείχνει την σημαντικότητα των 
μεταλλομεταλλοπρωτεϊνασώνασών στην αποσταθεροποίηση της άρθρωσης.[53]  
Ένα από τα πιο βασικά χαρακτηριστικά της οστεοαρθρίτιδας είναι η ανάπτυξη 
οστεοχονδρικών εξωγκομάτων που ονομάζονται οστεόφυτα. Πράγματι η ανάπτυξη 
οστεοφύτων είναι το παθολογικό χαρακτηριστικό εκείνο που θα ξεχωρίσει την ΟΑ από άλλες 
μορφές αρθρίτιδας.[54] Φαίνεται πως στην ανάπτυξη οστεοφύτων εμπλέκονται μηχανικοί 
και χημικοί παράγοντες. Τα οστεόφυτα είναι ένα παράδειγμα ανάπτυξης νέου χόνδρινου και 
οστέινου αρθριτικού ιστού κατά την ΟΑ που προκύπτουν από τον ιστό της άρθρωσης ή από 
κύτταρα προγεννήτορες του περιχονδρίου, γεγονός το οποίο επισημαίνει πως υπάρχει πως 
υπάρχει ένας πλυθησμός πολυδύναμων κυττάρων που αντιδρά στις χημικές και μηχανικές 
καταπονήσεις της άρθρωσης.[55] Παρότι η ακριβής λειτουργική σημασία των οστεοφύτων 
δεν έχει διαλευκανθεί, τα οστεόφυτα ίσως βοηθούν στην σταθεροποίηση της ΟΑ άρθρωσης. 
[47] 
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Α.4 Οστεοαρθρίτιδα και γενετική 
 
Α.4.1 Γενετική της οστεοαρθρίτιδας  
 
Η ΟΑ αποτελεί μία σύνθετη ασθένεια που ενέχει ολόκληρη την άρθρωση με 
πολλαπλούς βιοχημικούς, γενετικούς, εμβιομηχανικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες 
να συμπεριλαμβάνονται στην εμφάνισή της.[12] Ο κληρονομικός παράγοντας στην γενετική 
προδιάθεση για την πρωτογενή ΟΑ, όπως έχει υπολογιστεί από μελέτες διδύμων και 
αδερφών, εκτιμάται πρίπου στο 50% και κληρονομείται με έναν μη-Μενδελικό τρόπο. [56] 
Επίσης ο επιπολασμός της νόσου ποικίλει ανά πλυθησμό με τον Ασιατικό να έχει τα 
μεγαλύτερα ποσοστά της ΟΑ του γονάτου και Κορεάτες και Ιαπωνέζοι να εμφανίζουν 
χαμηλότερα ποσοστά στην ΟΑ των μηρών από οτι οι Ευρωπαίοι.[57] Αυτές οι διαφορές στον 
επιπολασμού της νόσου πιθανόν αντανακλούν την γενετική ετερογένεια των πλυθησμών. 
Γενικά η αλληλεπίδραση των γενετικών με τους περιβαλλοντικούς παράγοντες της ΟΑ δεν 
είναι πολύ κατανοητή και μόνο ένα μικρό μέρος της γενετικής συνιστώσας έχει 
διαλευκανθεί.[58] 
 Όπως και με άλλες κοινές σύνθετες ασθένειες, η γενετική αρχιτεκτονική της ΟΑ 
χαρακτηρίζεται από πολυμορφισμούς που καλύπτουν ένα μεγάλο φάσμα συχνοτήτων και 
βαρύτητας των επιπτώσεων.[59] Οι πιο καλά χαρακτηρισμένοι πολυμορφισμοί είναι 
μονονουκλεοτιδικοί (SNPs) με χαμηλή συχνότητα αλληλομόρφων (MAF) >5% με μέτρια έως 
χαμηλή επίπτωση (OR ~1.1–1.3). Ο μικρός αριθμός  των χρωμοσωμικών περιοχών της ΟΑ 
που έχουν ταυτοποιηθεί αφορά ένα μικρό κομμάτι της κληρονομικότητας της ασθένειας 
(10,7%).[56] Είναι επίσης πιθανό να εκτιμήσουμε την γενετική συνιστώσα των 
πολυμορφισμών χρησιμοποιώντας genome-wide association study (GWAS), summary 
statistics, με προσεγγίσεις όπως η  Restricted Maximum Likelihood και η παλίνδρομη 
συσχέτιση φαινότυπου γονότυπου (Phenotype correlation genotype correlation regression). 
[60]Οι χαμηλής συχνότητας και οι σπάνιοι πολυμορφισμοί (MAF 1–5% και MAF < 1%, 
αντίστοιχα), οι αλλαγές στο επιγένωμα, οι δομικοί πολυμορφισμοί, και οι αλληλεπιδράσεις 
γονιδίων και περιάλλοντος πιθανόν συνεισφέρουν στην γενετική συνιστώσα την οποία 
ακόμα δεν έχουμε διαλυκάνει.[61]  
Παρά τις πολλές προσπάθειες που έχουν γίνει για τον συσχετισμό γονιδιακών 
περιοχών με την ΟΑ και έχουν αποτύχει να παράγουν στατιστικώς σημαντικά αποτελέσματα, 
κατ’ εξαίρεση το GDF5 έχει συχετιστεί επανηλημένως σε γενετικές μελέτες. Ο παράγοντας 
GDF5 επιδρά στην χονδρογένεση και την διαμόρφωση της άρθρωσης κατά την ανάπτυξη του 
σκελετού.[62] Ο πολυμορφισμός 143383, στην 5’ περιοχή του GDF5 είχε συσχετιστεί αρχίκά 
με την ΟΑ του μηρού σε δύο ανεξάρτητους Ιαπωνικούς πλυθησμούς και αργότερα και σε 
Ευρωπαϊκούς πλυθυσμούς. Ο SNP αυτός προκαλεί μείωση στα επίπεδα μεταγραφής του 
GDF5 με αποτέλεσμα την μείωση στο προϊόν της μετάφρασης.[63] 
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Οι μελέτες συσχέτισης ολόκληρου του γονιδιώματος (Genome-wide association scan, 
GWAS) εξετάζουν εκατοντάδες χιλιάδες SNPs κατά μήκος του γονιδιώματος και προσπαθούν 
και εξάγουν συχετίσεις με τον κίνδυνο εμφάνισης πολύπλοκων ασθενειών και φαινοτύπων. 
Τα αποτελέσματα αυτών των μελετών μπορούν να βοηθήσουν στην κατανόηση σημαντικών 
μονοπατιών-κλειδιά που εμπλέκονται στην παθογένεια της νόσου και μπορούν να 
οδηγήσουν σε νέες προσεγγίσεις στην διάγνωση, θεραπεία, πρόληψη, προγνωστικούς 
δείκτες και εξατομικευμένη θεραπεία. Πολλές, μικρού και μεγάλου, σκέλους GWAS έχουν 
διεξαχθεί μέχρι σήμερα για την ΟΑ. Από τις μελέτες GWAS κατέστη δυνατή η ταυτοποίηση  
γενετικών τόπων που σχετίζονται με την εκδήλωση ΟΑ φαινοτύπου, σε διαφορετικούς 
γεωγραφικά πληθυσμούς.[64][65][66] Οι γενετικοί αυτοί τόποι, συνοψίζονται στους 
παρακάτω πίνακες.[67] [68][69] 
Πίνακας 3: Μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφιμοί σχετιζόμενοι με την ΟΑ του γονάτου σε 
ασιατικούς και Ευρωπαϊκούς πολυτισμούς. (Takuwa H. Et al., Genome-wide association study of 
knee osteoarthritis: present and future. 2018) 
Πίνακας 4: Συσχέτιση 9 γενετικών τόπων με την ΟΑ από ασθενείς φαινότυπους που διαγνώστηκαν με 
ακτινογραφία. Χρησιμοποιήθηκαν 30,727 περιπτωσεις ΟΑ και 297,191 control από την UK Biobank. (Zengini 
E. et al., Genome-wide analyses using UK Biobank data provide insights into the genetic architecture of 
osteoarthritis. 2018) 
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Πίνακας 5: Συσχέτιση μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών με την ΟΑ σε πλυθησμό Αφρικανών 
Αμερικάνων. (Kumawat R. et al., Association of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in Genes 
Encoding for Folate Metabolising Enzymes with Glioma and Meningioma in Indian Population. 2018) 
Πίνακας 6: Συσχέτιση μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών με την ΟΑ σε πλυθησμό Αφρικανών Αμερικάνων 
από προηγούμενες μελέτες. (Kumawat R. et al., Association of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in 
Genes Encoding for Folate Metabolising Enzymes with Glioma and Meningioma in Indian Population. 2018) 
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Α.4.2 Η Μορφογενετική πρωτεϊνη των οστών 2 (ΒΜΡ-2) στην ΟΑ  
 
Οι μορφογενετικές πρωτείνες των οστών ή BMP (bone morphogenetic proteins), οι 
οποίες αποτελούν μία κατηγορία της υπεροικογένειας των TGF-β (transforming growth 
factor B, παράγονται από τα μεσεγχυματικά κύτταρα, τους οστεοβλάστες και τα 
χονδροκύτταρα.[70] Εμπλέκονται στην προστασία έναντι της αποικοδόμησης της άρθρωσης 
και στον σχηματισμό νέου αρθρικού ιστού αφού, εντοπίζονται κατά τον σχηματισμό 
οστεοφύτων. Ενεργοποιούν την παραγωγή συστατικών του εξωκυττάριου πλέγματος (ECM) 
από χονδροκύτταρα και έχουν την ικανότητα να δρούν ενάντια σε καταβολικές κυτοκίνες 
όπως η ιντερλευκίνη 1.[71] 
Έχει προταθεί πως συγκεκριμένα η BMP-2 πιθανόν αποτελεί έναν από τους πιο 
ισχυρούς επαγωγείς της διαφοροποίησης των μεσεγχυματικών κυττάρων σε οστεοβλάστες, 
ενώ οι υπόλοιπες BMPs προωθούν την ωρίμανση των οστεοβλαστών.[72] Επίσης η BMP-2 
ελέγχει την παραγωγή και άλλων BMPs και όταν μπλοκάρεται η δραστηκότητα της κύτταρα 
του μυελού (marrow stromal cells) αποτυγχάνουν να διαφοροποιηθούν σε 
οστεοβλάστες.[73] 
Παρότι η BMP-2 μπορεί να επάγει τον σχηματισμό του χόνδρου, βρέθηκε πως η 
έκφραση της στον υγειή ιστό ήταν χαμηλή, αλλά  η έκφραση της ήταν υψηλή σε περιοχές 
που περιβάλλουν τα cartilage lesions και στον οστεοαρθριτικό χόνδρο.[74] Το γεγονός αυτό 
αποτελεί ένδειξη πως η αύξηση στην έκφραση της BMP-2 δεν αποτελεί μόνο αντίδραση 
επανόρθωσης, όπως παλαιότερα πίστευαν, αλλά έχει και επίδραση στην παθολογία της 
νόσου και στην σοβαρότητα του τραυματισμού. [74] 
Στην βιβλιογραφία αναφέρεται μία έρευνα από τους (Liu., et al. 2015) που μελετούν 
τα επίπεδα της BMP-2 σε 38 ασθενείς με πρωτογενή ΟΑ του γονάτου σε σύγκριση με 20 
control ήταν αρκετά μεγαλύτερα στον ορό και στο αρθρικό υγρό. Ο Liu και οι συνεργάτες του 
πρότειναν ότι αυτή η αύξηση ίσως οφείλεται στην έκκριση της BMP-2 στο εξωκυττάριο 
πλέγμα ή στην αύξηση της σύνθεσής της από τα κύτταρα των γειτονικών ιστών είτε και στα 
δύο. [75] 
 
 
A.4.3 Επιγενετική ρύθμιση στην οστεοαρθρίτιδα  
 
Η επιγενετική ρύθμιση συμβάλλει στην αιτιοπαθόγενεια της ΟΑ μέσω αλλαγής του 
προτύπου μεθυλίωσης του DNA, την τροποποίηση ιστονών και την δράση των μη κωδικών 
μορίων RNA, συμπεριλαμβανομένου των microRNAs και long noncoding RNAs. Aπό τα 
πρωταρχικά στάδια εμφάνισηςτης ΟΑ, περιβαλλοντικοί παράγοντες ενεργοποιούν 
επιγενετικούς μηχανισμούς  για να παρέχουν μία θετική ανατροφοδότησης των 
ενδοκυτταρικών μηχανισμών που σχετίζονται με την παθογένεση της ΟΑ. Αυτές οι 
επιγενετικές τροποιήσεις διατηρούνται κατά την διάρκεια της ασθένειας παρεμποδίζοντας 
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την φυσική επανόρθωση του οστού και του χόνδρου και κατ’ επέκταση την εξέλιξη της 
νόσου.[76]  
 
A.4.4.1 Μεθυλίωση του DNA 
 
Η μεθυλίωση του DNA εμπλέκεται στην παθογένεση της ΟΑ όπως φαίνεται από 
αρκετές έρευνες. Επιπλέον υπάρχουν αποδείξεις που υποστηρίζουν την ύπαρξη 
διαφορετικών μοτίβων μεθυλίωσης ανάμεσα σε μέτρια και βαριά ΟΑ,[77] υποδεικνύοντας 
έτσι τον ρόλο της μεθυλίωσης στα κλινικά συμπτώματα της ασθένειας. Κάποια ευρήματα 
δείχνουν επίσης, διαφορετικά μοτίβα DNA μεθυλίωσης σε ανατομικά διαφορετικές, 
προσβεβλημένες αρθρώσεις.[78] Τα μοτίβα μεθυλίωσης μπορεί να διαφέρουν ακόμα και σε 
συσσωματώματα χονδροκυττάρων που τοποθετούνται σε διαφορετικά σημεία του ίδιου 
χόνδρινου ιστού που έχει προσβληθεί από ΟΑ.[79] 
Ο Roach et al. 2005 [79] ήταν οι πρώτοι που συσχέτισαν την απώλεια της DNA 
μεθυλίωσης των εκκινητών με την ανώμαλη έκφραση των γονιδίων MMP-3, MMP-9, MMP-
13, ADAMTS-4 σε ΟΑ χονδροκύτταρα. Η διμεθυλίωση του -110bp CpG εγγύς του MMP-13 
είναι υπεύθυνη για την ενεργοποίηση του υποκινητή από το (HIF)-2a, η οποία οδηγεί σε 
αύξηση της έκφρασης του MMP13 σε ΟΑ χονδροκύτταρα. Η υπερμεθυλίωση του υποκινητή 
του COL9A1 σε ΟΑ χονδροκύτταρα οδηγεί σε μείωση της έκφρασης του. Η μεθυλίωση του 
υποκινητή του SOX9 έχει σαν αποτέλεσμα την παρεμπόδιση σύνδεσης των μεταγραφικών 
παραγόντων σε αυτόν, το οποίο οδηγεί σε μείωση της έκφρασης του SOX9 σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα. Η διμεθυλίωση ανοδικά του iNOS ενισχυτή επάγει την σύνδεση του NF-kB 
και συνεισφέρει στην έκφραση iNOS στην ΟΑ.[80] Η αναστολή της έκφρασης του GDF5 λόγω 
ανώμαλης μεθυλίωσης,[81] προκαλεί  ελλείμματα στην ανάπτυξη του χόνδρου και στην 
αποτελεσματική επανόρθωσή του.[76] 
 
A.4.4.2 Τροποποίηση ιστονών 
 
Η διαμόρφωση του επιγενώματος μπορεί να ρυθμιστεί και με τροποποιήσεις στις 
ουρές των ιστόνων. Αυτές οι τροποποιήσεις περιλαμβάνουν  την ακετυλίωση, μεθυλίωση, 
φωσφορυλίωση, ουβικιτινυλίωση, σουμοϋλίωση, ADP-ριβοσυλίωση, απαμίνωση και τον 
ισομερισμό προλίνης με κύρια δράση την ρύθμιση της μεταγραφής. Η ακετυλίωση και 
αποακετυλίωση ιστονών ενεργοποιούν και καταστέλουν αντίστοιχα την μεταγραφή.[76]  
Όπως αναφέρθηκε και πρίν, το SOX9 αποτελεί ένα αναβολικό γονίδιο και η έκφρασή 
του μειώνεται στην ΟΑ. Όπως είναι αναμενώμενο συμβαίνουν ανασταλτικές τροποποιήσεις 
στις ιστόνες που σχετίζονται με το SOX9, συμπεριλαμβανομένων της αυξημένης μεθυλίωσης 
των καταλοίπων H3K9 και H3K27, και της μειωμένης ακετυλίωσης στις ιστόνες H3K9, 15, 18, 
23, και 27 στον SOX9 υποκινητή σε ΟΑ χονδροκύτταρα.[82] Η άυξηση του ενζύμου LSD1 στην 
ΟΑ οδηγεί στην μονο- και δι- μεθυλίωση της H3K9 στον υποκινητή του mPGES-1.[83] Επίσης 
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επάγεται η έκφραση των COX-2 και iNOS από την IL-1 λόγω αυξημένης δι- και τρι- 
μεθυλίωσης του H3K4  στους υποκινητές των δύο γονιδίων.[83] Η προσταγλαδίνη Ε2 μέσω 
του υποδοχέα της σε χονδροκύτταρα, EP4, αυξάνει την έκφραση αποικοδομητικών ενζύμων, 
συμπεριλαμβανομένων τον MMP-13 και ADAMTS-5, και ταυτόχρονα αναστέλει την 
παραγωγή αγγρεκανών, που αποτελούν δομικούς λίθους του εξωκυττάριου πλέγματος.[84] 
Πίνακας 7: Σύνοψη των DNA μεθυλιώσεων και των τροποποιήσεων ιστονών που συμβαίνουν σε ΟΑ 
ασθενείς. (Reddi A.  Bone Morphogenetic Proteins: From Basic Science to Clinical Applications. 2001) 
 
 
 
Α.5 Micro-RNAs 
 
A.5.1 Τα Micro-RNAs και η βιογένεση τους 
 
Τα MicroRNAs (miRNAs) αποτελούν μία κατηγορία των μη κωδικών RNA (non-coding 
RNAs), με μέσο μήκος 22 νουκλεοτιδίων,  τα οποία διαδραματίζουν μείζονα ρόλο στην 
ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. Η ανακάλυψη του πρώτου miRNA, lin-4, έγινε το 1993 
από τις επιστημονικές ομάδες των Ambros και Ruvkun στον Caenorhabditis elegans και 
έφερε μια επανάστασταση στην επιστήμη της μοριακής βιολογίας.[85] Από τότε miRNAs 
έχουν εντοπιστεί σε όλα ζωικά συστήματα και κάποια είναι υψηλά συντηρημένα ανάμεσα 
σε πολλά είδη.[86] Τα miRNAs είναι κρίσιμα για την φυσιολογική ανάπτυξη των οργανισμών 
καθώς εμπλέκονται σε ένα μεγάλο πλήθος βιολογικών διαδικασιών.[87] Η μη φυσιολογική 
έκφραση των miRNAs συνδέεται με πολλές ανθρώπινες ασθένειες.[88] Επιπροσθέτως τα 
miRNAs εκκρίνονται στα εξωκυτταρικά υγρά.[89] Τα miRNAs των εξωκυτταρικών υγρών 
έχουν ευρέως αναφερθεί ως δυνητικοί βιοδείκτες για μία μεγάλη γκάμα ασθενειών και 
αποτελούν ακόμα, και σηματοδοτικά μόρια με ρόλους στην διακυτταρική επικοινωνία.[90] 
Η βιογένεση των miRNA ξεκινά με την επεξεργασία των μεταγράφων που παράγονται 
από τις RNA πολυμεράσες II/III κατά και μετά την μεταγραφή.[91] Περίπου τα μισά miRNAs 
παράγονται από γονίδια (intragenic) τα οποία  βρίσκονται κυρίως σε ιντρόνια και λίγα σε 
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εξόνια γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτείνες. Τα υπόλοιπα γονιδια των miRNAs 
βρίσκονται μεταξύ γονιδίων (intergenic) και ρυθμίζονται από δικούς τους υποκινητές.[92] Τα  
miRNAs μεταγράφονται από αλληλουχίες DNA αρχικά ως πρώιμα miRNAs (primary 
miRNAs/pri-miRNAs) και έπειτα από επεξεργασία προκύπτουν τα πρόδρομα miRNAs 
(precursor miRNAs/pre-miRNAs) και τέλος τα ώριμα miRNAs. Η βιογένεση των miRNA 
κατηγοριοποιείται σε κανονικά και μη κανονικά μονοπάτια.[93] 
Το κανονικό μονοπάτι της βιογένεσης είναι το κύριο μονοπάτι μέσω του οποίου 
γίνεται η επεξεργασία των miRNA. Σε αυτό το μονοπάτι τα pri-miRNAs μεταγράφονται από 
τα γονίδια στόχους τους και μετατρέπονται σε pre-miRNAs από ένα σύμπλεγμα πρωτεινών 
που αποτελείται από μία RNA binding protein DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) 
και ένα ribonuclease III ένζυμο, το Drosha.[94] Όταν παραχθούν τα pre-miRNA εξέρχονται 
στο κυτταρόπλασμα από ένα σύμπλοκο exportin 5 (XPO5)/RanGTP και στην συνέχεια 
κόβονται οι δομές φουρκέτας από την Dicer (RNase III endonuclease), η οποία τα μετατρέπει 
σε ένα ώριμο δίκλωνο μόριο miRNA.[95] Η κατεύθυνση της αλυσίδας (του δίκλωνου μορίου) 
του miRNA καθορίζει το όνομα του τελικού ώριμου miRNA. Το 5p strand προκύπτει από το 
5’ άκρο της φουρκέτας του pre-miRNA ενώ το 3p strand προκύπτει από το 3’ άκρο. Μπορούν 
και τα δύο strands που προκύπτουν από το δίκλωνο μόριο miRNA να συνδεθούν με την 
οικογένεια των Argonaute (AGO) πρωτεινών με έναν ATP-εξαρτώμενο τρόπο.[96][97] Μέχρι 
σήμερα έχουν βρεθεί διάφορα μη κανονικά μονοπάτια βιογένεσης του miRNA. Αυτά τα 
μονοπάτια κάνουν χρήση διαφορετικών συνδυασμών των πρωτεινών που περιέχονται στο 
κανονικό μονοπάτι, κυρίως των Drosha, Dicer, exportin 5, και AGO2. Γενικά τα μη κανονικά 
μονοπάτια βιογένεσης miRNA μπορούν να ομαδοποιηθούν σε Drosha/DGCR8-independent 
και Dicer-independent pathways.[98][99] Τα μονοπάτια βιογένεσης μπορούν να συοψιστούν 
στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 5).[100]  
Οι περισσότερες μελέτες έχουν δείξει πως τα ώριμα miRNAs προσδένονται σε ειδικές 
αλληλουχίες στην 3’ UTR του mRNA στόχου για να επάγουν την αναστολή της μετάφρασης 
του και την αποαδενυλίωση του mRNA και την παρεμπόδιση σχηματισμού της 5’ 
καλύπτρας.[101][102] Παραταύτα η αλληλεπίδραση των miRNAs με άλλες περιοχές, 
συμπεριλαμβανομένων των 5’ UTR και κωδική αλληλουχία έχει επίσης αναφερθεί στην 
βιβλιογραφία με επιδράσεις σίγησης στην γονιδιακή έκφραση.[103][104] Η αλληλεπίδραση 
των miRNAs με την αλληλουχία του υποκινητή έχει συνήθως επαγωγική επίδραση στην 
μεταγραφή. Η αλληλεπίδραση των miRNAs με τα γονίδια στόχους τους είνια δυναμική και 
εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως η υποκυτταική τοποθέτησή τους, ο αριθμός τους, 
τα mRNA στόχοι και η συγγένια miRNA-mRNA.[105] 
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Εικόνα 4: Κανονικά και μη κανονικά μονοπάτια βιογένεσης των microRNAs.(Denli A. Processing of 
primary microRNAs by the Microprocessor complex. 2004) 
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A.5.2 Τα μικρά μη κωδικά μόρια RNA (microRNAs) στην οστεοαρθρίτιδα   
 
Πολλές ομάδες επιστημόνων έχουν προτείνει πως τα miRNAs πιθανόν να 
διαδραματίζουν μείζονα ρόλο στην ΟΑ εξαιτίας του γεγονότος οτι η μηχανική επιβάρυνση 
επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης των miRNA, ενώ παράλληλα  πολλά miRNAs συμμετέχουν 
στην ρύθμιση γονιδίων σχετιζόμενα με την ανάπτυξη και την ομοιόσταση του χόνδρου και 
την παθογένεια της ΟΑ.[106][107] Συγκεκριμένα 25 miRΝΑs συσχετίστηκαν με την ρύθμιση 
του υπερτροφικού φαινοτύπου των χονδροκυττάρων και την σύνθεση πρωτεολυτικών 
ενζύμων.[108] Σημειωτέον σηματοδοτικά μονοπάτια που ενέχονται στην εμφάνιση της ΟΑ, 
μεταξύ των οποίων το σηματοδοτικό μονοπάτι του transforming growth factor-ß (TGF- 
ß)/SMA and Drosophila MADs (SMADs)/Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), και μονοπάτια 
που συμμετέχουν οι MMPs, ADAMTS, inducible nitric acid synthase (iNOS) IL-1, and TNF-α, 
ρυθμίζονται εν μέρη από miRΝΑs.[109] Επιπροσθέτως γενικά παθολογικά φαινόμενα  
συσχετιζόμενα με την αποικοδόμηση του χόνδρου, συμπεριλαμβανομένης της φλεγμονής, 
της παχυσαρκίας, της απόπτωσης και της αυτοφαγίας βρέθηκαν να σχετίζονται με την 
δραστηριότητα συγκεκριμένων miRΝΑs. Όσο αφορά την αυτοφαγία, τα miRΝΑs φάνηκε πως 
έχουν σημαντικό ρόλο στην ανώμαλη αυτοφαγική απόκριση των ΟΑ χονδροκυττάρων λόγω 
της ικανότητας τους να ρυθμίζουν την απόπτωση και τις ενεργές ρίζες οξυγόνου 
(ROS).[110][111][112] 
Η θετική συσχέτιση ανάμεσα στα επίπεδα της BMP-2 στο πλάσμα με την χρονική 
περίοδο που πάσχουν οι ασθενείς από ΟΑ μπορεί να αποδωθεί και στην προοδευτική φύση 
της ΟΑ, σύμφωνα με την Kadery N.,et al. 2017[21]. Επίσης οι ίδιοι επιστήμονες παρατήρησαν 
συσχέτιση της BMP-2 με τις τρεις συνισταμένες της ΟΑ, τον πόνο, την ανικανότητα κίνησης 
και την ακαμψία της άρθρωσης. Έτσι η BMP-2 δεν αυξάνεται μόνο ανάμεσα σε ασθενή και 
μη ασθενή άτομα αλλα αυξάνεται και με την βαρύτητα της νόσου. Η μέτρηση της BMP-2 σε 
ασθενείς με ΟΑ μπορεί να χρησιμεύσει, όχι μονο ως ένας βιοχημικός δείκτης για την πρόοδο 
της ασθένειας, αλλά επίσης ως μία ένδειξη για την βαρύτητα της ΟΑ και ένα δυνητικό 
εργαλείο για την εξακρίβωση του μηχανισμού παθογένεσης της ΟΑ.[113] 
   
Α.7 Το miR-140 
 
Το miR-140 είναι το καλύτερα μελετημένο microRNA το οποίο εκφράζεται στον 
αρθρικό χόνδρο (cartilage specific). Το γονίδιο του miR-140 εδράζεται μεταξύ των εξωνίων 
16 - 17 του γονιδίου Wwp2 που κωδικοποιεί για μία πρωτείνη που είναι Ε3 λιγάση της 
ουβικουϊτίνης 2, το οποίο εδράζεται στο βραχύ σκέλος του χρωμοσώματος 16 (16p) (Araldi 
E. and Schipani E., 2010).[114] Κάθε miRNA μεταγράφεται αρχικά ως ένα μακρύ μετάγραφο 
το οποίο διαθέτει δευτεροταγή δομή, η οποία περιλαμβάνει μία ή περισσότερες stem loops. 
Οι stem loops από κάθε pre-miRNA ακολούθως τεμαχίζονται για να δημιουργηθούν τα ώριμα 
-5p και -3p σκέλη του miRNA. Ενώ οι λεπτομέρειες της σύνδεσης και της επεξεργασίας αυτών 
των θραυσμάτων δεν είναι ακόμα πλήρως κατανοητές, το ώριμο και λειτουργικό miRNA από 
30 
 
οποιοδήποτε pre-miRNA φαίνεται να είναι καθορισμένο ως το κυρίαρχο σκέλος ενώ το άλλο 
σκέλος συνήθως αποικοδομείται.[115] Αποδείξεις γενικά τείνουν στο ότι το 5p είναι το 
λειτουργικό ώριμο miR-140.[116] Ανάλυση της ιντρονικής αλληλουχίας του γονιδίου έχει 
αποκαλύψει την παρουσία δύο miR-140, του miR-140-3p και του miR-140-5p.[117] Οι 
περισσότερες προηγούμενες μελέτες που περιλαμβάνουν αρθρικά κύτταρα ή ιστούς έχουν 
γίνει με την χρήση του miR-140-5p. Έτσι και σε αυτή την μελέτη διερευνήθηκε ο ρόλος του 
miR-140-5p. Παρότι και τα δύο miR-140-3p και -5p προέρχονται από το ίδιο πρώιμο 
μετάγραφο, το pre-miR-140, έχουν διαφορετικές seed sequences και για αυτό έχουν και 
διαφορετικά γονίδια-στόχους. Ενώ το miR-140-5p, έχει δειχθεί να στοχεύει αρκετά γονίδια 
που εμπλέκονται στην ΟΑ, το miR-140-3p , όπως αναφέρεται στην βιβλιογραφία, στοχεύει 
την dynamin 1, η οποία διαδραματίζει κάποιο ρόλο στο κεντρικό νευρικό σύστημα,[118] 
καθώς και τον nuclear factor kappa B (NF-kB) που είναι συν-ενεργοποιητής του nuclear 
receptor-interacting protein 1.[119]  Όπως θα αναλυθεί παρακάτω, σύγχρονες μελέτες έχουν 
αποκαλύψει τη συμμετοχή του miR-140-5p στη διαδικασία της διαφοροποίησης και 
ωρίμανσης των χονδροκυττάρων, αλλά και την εμπλοκή του στην παθογένεση της ΟΑ. 
  
A.7.1 Το miR-140 στη χονδρογένεση και την ενδοχόνδρια οστεοποίηση  
 
Το γονίδιο του miR-140 παράγει δύο ώριμα miRNAs (5p and 3p strand) που 
εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό και είναι  ιστοειδικά σε χονδροκύτταρα. Η έλλειψη του miR-
140 γονιδίου έχει σαν αποτέλεσμα την ημιτελή σκελετική ανάπτυξη, πιο συγκεκριμένα 
παρεμποδίζει την ομαλή διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων χωρίς να επηρεάζει τον 
ρυθμό πολλαπλασιασμού τους.[120] Η απαλοιφή του miR-140 σε ποντίκα επιταχύνει την 
διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων σε υπερτροφικά και αναστέλλει την διαφοροποίηση 
των χονδροκυττάρων σε χονδροκύτταρα της ζώνης πολλαπλασιασμού, ενω δεν επηρεάζει 
τον πολλαπλασιασμό τους.[121] Η απαλειφή του γονιδίου miR-140 προκαλεί την επέκταση 
της ζώνης ηρεμίας στον χόνδρο και μία ήπια μείωση της ζώνης πολλαπλασιασμού. Ποντίκια 
με έλειψη του miR-140 και υπερκέκφραση της πρωτεΐνης Lin28a παρουσίασαν μία σοβαρή 
ανωμαλία στην ανάπτυξη της άνω γνάθου, που ενίοτε οδηγούσε σε προγναθισμό της κάτω 
γνάθου, ένας φαινότυπος που παρατηρείται σε ποντίκια όπου λείπει η Dicer των 
χονδροκυττάρων.[122] Εν κατακλείδι το miR-140 στα ποντίκια βοηθάει στην διαφοροποίηση 
των χονδροκυττάρων στην ζώνη ηρεμίας, αναστέλλει την διαφοροποίηση των υπερτροφικών 
χονδροκυττάρων και αυξάνει τον πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων της στηλιδωτής 
ζώνης.[122] 
Στο zebrafish η αποσίωπηση του miR-140 προκαλεί μία ήπια επιμήκυνση του χόνδρου 
της υπερώας.[123] Ενώ η ταυτόχρονη αποσιίωπηση του miR-140 και η υπερέκφραση του 
Lin28a είχε σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη μικρότερου σκελετού και κρανίου, φαινότυπου 
ανάλογου με έλλειψη Dicer στο Zebrafish.[124] Επίσης άλλες έρευνες προτείνουν ότι το miR-
140 και Let-7 μαζί, παίζουν μείζονα ρόλο στην σκελετική ανάπτυξη του Zebrafish, το οποίο 
αποτελεί και ένδειξη για τον συντηρημένο ρόλο των miRNAs στα σπονδυλωτά.[122] 
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Η πρώτη έρευνα που περιλάμβανε το miR-140 ανέφερε πως η HDAC4 ρυθμίζεται 
αρνητικά από το miR-140.[125] Σε επακόλουθες έρευνες αποδείχθηκε πως η 
χημειοαντίσταση ξενομοσχευμάτων καρκινικού όγκου οστεοσαρκώματος οφειλόταν εν μέρη 
στην αναστολή της HDAC4 από το miR-140, με την ταυτόχρονη έκφραση των p52 και 
p21.[126] Συμπερασματικά σε γλοιώματα η υπερέκφραση του miR-140 σχετίζεται με την 
εξέλιξη του όγκου.[127] 
Σε μια άλλη έρευνα του 2009 οι Miyaki et al., κάνοντας χρήση μικροσυστοιχιών 
miRNA, παρατήρησαν πως το miR-140 παρουσιάζει την μεγαλύτερη διαφορά στην έκφραση 
μεταξύ ανθρώπινων αρθρικών χονδροκυττάρων και μεσεγχυματικών κυττάρων.[128]  
 
A.7.2 Το miR-140 στην οστεοαρθρίτιδα  
 
Έχει γίνει αντιληπτό εδώ και χρόνια πως τα microRNAs και συγκεκρμένα το miR-140 
διαδραματίζουν ένα ρόλο στην παθογένεση της ΟΑ. Σε μία μελέτη οι Asahara και συνεργάτες 
[128] έδειξαν πως στον φυσιολογικό ανθρώπινο αρθρικό χόνδρο εκφράζεται το miR-140, και 
αυτή η έκφραση μειώνεται σημαντικά στην ΟΑ και επίσης σε in vitro κατεργασία 
χονδροκυττάρων με IL-1β (κυτοκίνη εμπλεκόμενη στην παθογένεση της ΟΑ) αναστέλλεται η 
έκφραση του miR-140. Αντιστρόφως η εισαγωγή του miR-140 σε χονδροκύτταρα ρυθμίζει 
αρνητικά την επαγόμενη από IL-1β έκφραση της ADAMTS5.[128] Οι Asahara και συνεργάτες 
αναφέρουν πως το miR-140 έχει μείζονα ρόλο στην παθογένεση της ΟΑ και ότι ενέχονται 
μηχανισμοί που περιλαμβάνουν την ρύθμιση της έκφρασης της ADAMTS5. Μία σειρά καλά 
σχεδιασμένων πειραμάτων[120] πρόσφερε ακέραιες αποδείξεις, πως το miR-140 παρότι δεν 
είναι απαραίτητο για την διαμόρφωση της αρθρικής επιφάνειας του χόνδρου, ότι η ολική 
αποσιώπησή του προδιαθέτει για ηλικιοεξαρτώμενες αλλαγές στην ΟΑ και ότι αντίστροφα η 
υπερέκφραση του miR-140 σε χονδροκύτταρα τα προστατεύει από την ΟΑ. Αυτή η μελέτη 
είναι σημαντική για μία σειρά λόγων. Δείχνει για πρώτη φορά πως τα microRNA ελέγχουν 
την ομοιόσταση του αρθρικού χόνδρου in vivo, παρέχοντας έτσι πρώτες ενδείξεις στους 
μηχανισμούς που κυριαρχούν την αναπαραγωγή του αρθρικού χόνδρου δίνοντας μας 
ταυτόχρονα πληροφορίες για πιθανές θεραπευτικές στρατηγικές.[114][120][128] 
Οι Yin και συνεργάτες [129] έδειξαν πως ενώ η βαρύτητα  της οστεοαρθρίτιδας 
αυξάνεται με την ηλικία, η έκφραση των miR-140-5p και -3p δεν αλλάζει. Επίσης τα miR-140-
5p και - miR-140-3p  βρέθηκαν μειωμένα στο αρθρικό υγρό ασθενών με ΟΑ, συγκριτικά με 
άτομα χωρίς τη νόσο, ενώ όσο αυξανόταν η σοβαρότητα της νόσου τόσο μειωνόταν η 
έκφραση των miR-140, προτείνοντας την αντιστρόφως ανάλογη σχέση της έκφρασης των 
miR-140 με την σοβαρότητα της νόσου[123]. Επιπροσθέτως η έκφραση του miR-140-5p ήταν 
7.4 φορές μεγαλύτερη από αυτή του miR-140-3p σε όλες τις ομάδες ασθενών που 
συμμετείχαν στην μελέτη. Καθώς η ανάπτυξη της ΟΑ εξελίσσεται, φαίνεται η καταβολική 
δραστηριότητα να αυξάνεται, η οποία σχετίζεται πρώτον με την ενίσχυση της έκφρασης 
γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεϊνάσες και δεύτερον με την σταδιακή απώλεια 
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πρωτεογλυκανών, ακολουθούμενη από την αποικοδόμηση κολλαγόνου τύπου 2.[130] 
Επιπλέον μελέτες έχουν αναδείξει τη συσχέτιση των αυξημένων επιπέδων έκφρασης  ενός 
αριθμού καταβολικών ενζύμων πρωτεινών (MMPs, ADAMTS5, ADAMTS4, and ADAMTS9) με 
τη μειωμένη έκφραση του miR-140 στον αρθρικό χόνδρο.[131] Το miR-140 έχει πολλαπλούς 
στόχους συμπεριλαμβανομέων των MMP-13, ADAMTS5, IGFBP5 και αγγρεκανών, 
προτείνοντας πως το miR-140 παίζει σημαντικό ρόλο στην διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ 
του σχηματισμού του εξωκυττάριου πλέγματος και της αποικοδόμησης του.[132] 
Σε μία μελέτη που δημοσιεύτηκε το 2017 από τους Tao S. et al.[133] μετά από 
επίδραση ΟΑ χονδροκυττάρων ποντικών, in vivo, με εξωσώματα (SMSC-140-Exos) 
προερχόμενα από αρθρικά μεσεγχυματικά κύτταρα που υπερεκφράζουν το miR-140-5p 
[SMSC-140s: miR-140-5p-overexpressing synovial mesenchymal stem cells (SMSC-140-Exos: 
Exosomes derived from SMSC-140s)], παρατήρησαν ότι ο τραυματισμός της άρθρωσης ήταν 
ακόμη εμφανής αλλά η βαρύτητα ήταν πολύ ήπια, σε σχέση με τα control (OA+SMSC-Exos 
group).[127] Το αρθρικό πλέγμα, που αποτελείται κυρίως από κολλαγόνο τύπου 2, των 
προηγούμενων ποντικιών ήταν ελαφρώς πιο λεπτό από τα υγιή ποντίκια αλλά εμφανώς σε 
καλύτερη κατάσταση από τα ΟΑ ποντίκια ή τα control (OA+SMSC-Exos group). Τα 
αποτελέσματα αυτής της έρευνας δείχνουν πως τα εξωσώματα (SMSC-140-Exos) 
επιβράδυναν την εξέλιξη της ΟΑ (early OA) και παρεμπόδισαν την βαριά ζημιά στον αρθρικό 
χόνδρο του γονάτου σε ΟΑ μοντέλα ποντικιών.[127] Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 6) 
απεικονίζεται συνοπτικά ο θεραπευτικός μηχανισμός υπό τον οποία δρουν τα αναφερθέντα 
εξωσώματα (SMSC-140-Exos). Η YAP ενεργοποιείται από τις Wnt5a και WNt5b από το 
εναλλακτικό Wnt-YAP/TAZ σηματοδοτικό μονοπάτι. Η ενεργοποίηση της YAP επάγει τον 
πολλαπλασιασμό χονδροκυττάρων και την μετανάστευση τους και ταυτόχρονα ελαττώνει 
την έκφραση της SOX9 και την έκκριση του ECM. Με την βοήθεια του miR-140-5p που 
υπερεκφράζεται στα SMSC-140-Exos, η παραγωγή της SOX9 σώζεται από την αναστολή της 
RalA και επανακτάται η έκκριση του ECM.[133] 
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Σε μια άλλη έρευνα που δημοσιεύτηκε από τους Zhao R και συν. το 2019[134] 
μελετήθηκε ο ρόλος του miR-140 και του IGF-1, μέσω ειδικών πεπτιδίων  [phosphorylatable 
nucleus localization signal linked nucleic kinase substrate short peptide (pNNS)-conjugated 
chitosan (pNNS-CS)] σε χονδροκύτταρα κουνελιών in vitro και στις αρθρώσεις κουνελιών in 
vivo. Τα pNNS-CS συνδυάστηκαν με πλασμιδιακά DNA που φέρουν τις αλληλουχίες του IGF-
1 και miR-140 και αρνητικό control (pBudCE4.1-IGF-1, pBudCE4.1-miR-140, and negative 
control pBudCE4.1) για να σχηματίσουν σύμπλοκα pDNA/pNNS-CS. Στη συνέχεια αυτά τα 
σύμπλοκα εισάχθηκαν σε χονδροκύτταρα in vitro και σε αρθρώσεις γονάτου κουνελιών in 
vivo. Υψηλά επίπεδα IGF-1 και miR-140 εντοπίστηκαν in vivo και in vitro. Συγκριτικά με τον 
αρνητικό μάρτυρα pBudCE4.1, in vitro, τα διαγονιδιακά δείγματα προώθησαν σημαντικά τον 
πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων, αυξήθηκε η σύνθεση γλυκοζαμινογλυκανών (GAG) 
και των ACAN, COL2A1, TIMP-1 και μειώθηκαν τα επίπεδα  οξειδίου του αζώτου oxide (NO), 
MMP-13, και ADAMTS-5. In vivo, τα εξωγενή γονίδια α) αύξησαν την παραγωγή COL2A1, 
ACAN, και TIMP-1 στον χόνδρο β) μείωσαν το Mankin score στον αρθρικό χόνδρο γ) μείωσαν 
την ποσότητα NO, IL-1𝛽, TNF-𝛼, και GAG στο αρθρικό υγρό κουνελιών δ) μείωσαν το 
περιεχόμενο MMP-13, ADAMTS-5, COL1A2, COL10A1 στο χόνδρο. Η επιδράσεις που είχε ο 
Εικόνα 5: Διάγραμμα που απεικονίζει τον προτεινόμενο μηχανισμό δράσης του εξωσώματος 
SMSC-140-Exos στην ΟΑ. (Tao SC. et al Exosomes derived from miR-140-5p-overexpressing human 
synovial mesenchymal stem cells enhance cartilage tissue regeneration and prevent osteoarthritis 
of the knee in a rat model 2017) 
34 
 
συνδυασμός και των δύο διαγονιδίων (IGF-1, miR-140) ήταν μεγαλύτερες από την επίδραση 
του καθενός ξεχωριστά. Αυτή η μελέτη αποτελεί ένδειξη πως το pNNS-CS αποτελεί ένα 
καλύτερο εργαλείο γονιδιακής θεραπείας για ανωμαλίες του χόνδρου και ο συνδυασμός των 
IGF-1 και miR-140 έχει καλύτερα αποτελέσματα.[134] 
Οι Guo P. και συν. σε μελέτη που δημοσιεύθηκε το 2019 δείχνουν πως  η αποσιώπηση 
του miR-140-5p από λεντοϊούς μπορεί να προάγει σημαντικά την οστεογένεση  από βλαστικά 
κύτταρα προερχόμενα από λιπώδη ιστό (ASCs) με την άμεση ρύθμιση των γονιδίων στόχων 
του, TLR4 και BMP2. Επίσης έδειξαν πως ο συνδυασμός adipose scaffold με γενετικά 
τροποιποιημένα ASCs μπορεί να επάγει σημαντικά την επανόρθωση από τραυματισμό  και 
την οστεογένεση σε ατροφικά μοντέλα ψευδάρθρωσης ποντικιών.[135]  
Μία μελέτη του Isozaki et al. to 2014 έδειξε ότι η fucosyltranferase1 (FUT1), η οποία 
υπερεκφράζεται κατά την ΟΑ στους αρθρικούς ινοβλάστες, συμβάλει στην κυτταρική 
συσσωμάτωση και τον πολλαπλασιασμό των ινοβλαστών σε ιστό ασθενούς, ρευματοειδούς 
αρθρίτιδας.[136] Ο Zi Wang και οι συνεργάτες του δημοσίευσαν μία έρευνα το 2018 για τον 
ρόλο του άξονα miR-140-5p/miR-149/FUT1 στον πολλαπλασιασμό, την απόπτωση και την 
αυτοφαγία των χονδροκυττάρων.[137] Τα miR-140-5p/miR-149 συνδέονται άμεσα στην 3’-
UTR της FUT1 σε χονδροκύτταρα και η έκφραση τους σχετίζεται αρνητικά με αυτήν της FUT1. 
Η μείωση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των χονδροκυττάρων είναι ένα από τα κλινικά 
χαρακτηριστικά της ΟΑ, το οποίο οδηγεί στην αδυναμία αυτοεπανόρθωσης της 
τραυματισμένης άρθρωσης.[138] Ο Li et al. αναφέρει πως το miR-140-5p ίσως προάγει τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων κατά την ΟΑ με πολλαπλούς τρόπους 
όπως η βελτίωση του εξωκυτταρικού περιβάλλοντος.[139] Σε άλλη έρευνα δείχνεται πως το 
miR-140-5p αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό των ινοβλαστών της άρθρωσης και την έκκριση 
φλεγμονωδών κυτοσινών μέσω της ρύθμισης της έκφρασης του TLR4.[140] Στην έρευνα του 
Zi Wang et al. η αύξηση στα ενδοκυτταρικά επίπεδα των miR-140-5p/miR-149, ελάττωσε τα 
επίπεδα της πρωτεΐνης FUT1 και αύξησε τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Γι’ αυτό οι 
επιστήμονες πιστεύουν πως αυτά τα microRNAs επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 
μέσω της αναστολής της FUT1. Επίσης, μόρια που σχετίζονται με την φλεγμονή όπως η IL-1 
επάγουν την έναρξη του κυτταρικού θανάτου υπό συνθήκες φλεγμονής. Μελέτες δείχνουν 
πως τα χονδροκύτταρα της άρθρωσης ΟΑ ασθενών εμφανίζουν μεγαλύτερα επίπεδα 
αποπτωτικού θανάτου σε σχέση με τα υγιεί.[141] Στην μελέτη του Zi Wang et al. η FUT1 
προώθησε σημαντικά την επαγόμενη-από-IL1 απόπτωση, ενώ τα miR-140-5p/miR-149 
επανάφεραν τον αποπτωτικό ρυθμό στα φυσιολογικά, οδηγώντας τους στο συμπέρασμα 
πως η ρύθμιση του FUT1 από τα miR-140-5p/miR-149 ίσως αποτελεί μέθοδο για την 
αναστολή της απόπτωσης μεσολαβούμενη από την IL-1 .[137] Οι Meng et al. αναφέρουν πως 
το miR-140-5p προωθεί την αυτοφαγία και ευαισθητοποιεί τα οστεοσαρκωματικά κύτταρα 
απέναντι στην χημειοθεραπεία κατά το οστεοσάρκωμα.[142] Οι Wei et al. επίσης 
επισημαίνουν πως το miR-140-5p ελαττώνει τον κυτταρικό θάνατο από τα 
χημειοθεραπευτικά φάρμακα μέσω της ρύθμισης της αυτοφαγίας.[143] Στην έρευνα του Zi 
Wang et al. τα miR-140-5p/miR-149 προώθησαν την αυτοφαγία σε ανθρώπινα 
χονδροκύτταρα. Επίσης τα επίπεδα του αυτοφαγωσώματος άλλαξαν με την έκφραση των 
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miR-140-5p/miR-149 και  της FUT1 οδηγώντας τους στην πρόταση πως ο άξονας miR-140-
5p/miR-149/FUT1 μπορεί να ρυθμίσει την αυτοφαγική δραστηριότητα κατά την ΟΑ. [137] 
Στην μελέτη των Hui Li et al. το 2017 οι επιστήμονες έδειξαν πως η έκφραση του miR-
140-5p ελαττώνεται στους αρθρικούς ινοβλάστες ρευματοειδούς αρθρίτιδας (rheumatoid 
arthritis synovial fibroblasts, RASFs), το οποίο υποστηρίζεται και από προηγούμενες 
έρευνες.[144] Επιπλέον έδειξαν πως το miR-140-5p αναστέλλει την απελευθέρωση 
πολλαπλασιαστικών και φλεγμονωδών κυτοκινών από RASFs. Η αύξηση των RASF κυττάρων 
οδηγεί στην αποικοδόμηση της άρθρωσης με την επαγωγή της ανοσολογικής 
αντίδρασης.[145] Έτσι οι Hui Li et al. πρότειναν πως οι ανασταλτικές επιδράσεις του miR-
140-5p στην αναπαραγωγή των RASF κυττάρων και στην απελευθέρωση προφλεγμονωδών 
κυτοκινών πιθανόν έχουν θεραπευτικό ρόλο στην ρευματοειδή οστεοαρθρίτιδα.[146] Την 
πρόταση τους αυτή στήριξαν και με τα εξής αποτελέσματα: Η αύξηση της έκφρασης της TLR4 
πρωτεΐνης αυξάνει την έκκριση των φλεγμονωδών κυτοκινών συμπεριλαμβανομέων των IL-
6 και IL-8. Ο πολλαπλασιασμός των RASF κυττάρων αποτελεί χαρακτηριστικό της εξέλιξης της 
ρευματοειδούς αρθρίτιδας και οι φλεγμονώδεις ιντερλευκίνες προωθούν αυτόν τον 
πολλαπλασιασμό. Σε αυτή την μελέτη οι επιστήμονες έδειξαν πως το miR-140-5p μπορεί να 
ελαττώνει τον πολλαπλασιασμό των RASFs και την απελευθέρωση αυτών των κυτοκιών 
μέσω της αναστολής το γονιδίου-στόχου του TLR4. Έτσι οι Hui Li et al. έβαλαν το miR-140-5p 
και την TLR4 στο στόχαστρο για την χρήση τους στην κλινική θεραπεία της ρευματοειδούς 
οστεοαρθρίτιδας.[140] 
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Εικόνα 6: Ρυθμιστηκά δίκτυα microRNAs που εμπλέκονται στην ΟΑ και την χονδρογένεση. Τα miRNAs 
ρυθμίζουν τα συστατικά διαφορετικών μονοπατιών στα οποία άμεσα (συνεχείς γραμμές) ή έμμεσα 
(διακεκομμένες γραμμές) αναστέλουν την έκφραση των στόχων τους. Έτσι τα miRNAs μπορούν να 
ρυθμίζουν την έκφραση ενζύμων (π.χ. ADAMTS-5 ή MMP-3) άμεσα ή μπορούν να επηρεάζουν 
σηματοδοτικά μονοπάτια (π.χ. TGFβ) που τροποποιούνται κατά την ΟΑ.  Παράγοντες που εμπλέκονται στην 
ανάπτυξη ή τον φαινότυπο των χονδροκυττάρων (π.χ. SOX9 ή HDAC-4) μπορούν να ρυθμίζουν ή να 
ρυθμίζονται από miRNAs. Μονοπάτια φλεγμονής και miRNAs (π.χ. miR-155 ή miR-146a) μπορούν να 
επηρεάσουν όλες αυτές τις λειτουργίες. Τα γκρί κουτιά αντιστοιχούν σε κυτοκίνες, τα καφέ κουτιά σε 
μεμβρανικές πρωτείνες, τα κίτρινα κουτιά σε μεταγραφικούς παράγοντες και τα μπλέ συνοριακά 
αντιστοιχούν σε άλλα στοιχεία. Ο αστερίσκος υποδεικνύει το passenger strand ενός miRNA.[106] 
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Α.8 ΣΚΟΠΟΣ 
 
Σκοπό της παρούσας πτυχιακής εργασίας αποτέλεσε η διερεύνηση του ρόλου του 
miRNA-140-5p σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα  
Συγκεκριμένα, για τον σκοπό αυτό μελετήθηκε: 
 Η έκφραση του miR-140-5p σε αρθρικό χόνδρο ατόμων με οστεοαρθρίτιδα 
γόνατος 
 
 Αναζήτηση θέσης σύνδεσης του miR-140 στο mRNA της BMP-2 με χρήση 
προγραμμάτων βιοπληροφορικής. 
 
 Μελέτη της έκφρασης γονιδίων που ενέχονται στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ και 
αποτελούν στόχους του σηματοδοτικού μονοπατιού της BMP-2, μετά από 
επίδραση του miR-140-5p σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων.  
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Β. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
Β.1. Υλικά και Μέθοδοι 
 
Β.1.1. Συλλογή δειγμάτων 
 
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν δείγματα αρθρικού χόνδρου τα οποία 
συλλέχθηκαν από μηριαίους και κνημιαίους κονδύλους ασθενών που είχαν υποβληθεί σε 
χειρουργείο ολικής αρθροπλαστικής γόνατος  λόγω πρωτοπαθούς ΟΑ στην Ορθοπαιδική 
Kλινική του Πανεπιστημιακού Γενικού  Νοσοκομείου Λάρισας.  
Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 6 δείγματα ασθενών (2 άνδρες και 4 γυναίκες, με μέσο 
όρο ηλικίας 65.3±6.7). Αυτά τα δείγματα αρθρικού χόνδρου που συμπεριλήφθησαν στην 
μελέτη απομονώθηκαν από σημεία του αρθρικού χόνδρου τα οποία παρουσίαζαν ΟΑ 
προχωρημένου σταδίου. Ασθενείς οι οποίοι παρουσίαζαν αρθρίτιδα στα πλαίσια άλλης 
ασθένειας ή ρευματοειδή αρθρίτιδα καθώς και σηπτική ΟΑ, χονδροδυσπλασία και μετα-
τραυματική ΟΑ αποκλείστηκαν από την μελέτη. Τέσσερα άτομα αποτέλεσαν την ομάδα 
ελέγχου (1 άνδρας και 3 γυναίκες, με μέσο όρο ηλικίας 58.3±10.6), χωρίς ιστορικό πάθησης 
των αρθρώσεων και τα οποία είχαν υποβληθεί σε σοβαρές χειρουργικές επεμβάσεις για 
κατάγματα ή ακρωτηριασμούς.  
Για κάθε ασθενή συμπληρώθηκαν σε ειδική φόρμα αναλυτικά κλινικά δεδομένα που 
αφορούσαν το φύλο, την ηλικία τους, τον δείκτη μάζας σώματος (Body Mass Index, BMI), και 
την παρουσία άλλων νοσημάτων. Προηγήθηκε ακτινογραφικός έλεγχος, πριν την 
αρθροπλαστική και οι ακτινογραφίες βαθμολογήθηκαν με βάση το σύστημα Kellgren-
Lawrence (K/L score). Οι ασθενείς με πρωτοπαθή ΟΑ εμφάνισαν K/L score >=2 ενώ όλα τα 
δείγματα των φυσιολογικών αρθρικών χόνδρων είχαν K/L score = 0.  
 
Β.1.2. Απομόνωση και καλλιέργεια χονδροκυττάρων 
Β.1.2.1. Συνθήκες καλλιέργειας των χονδοκυττάρων 
 Τα χονδροκύτταρα απομονώθηκαν και καλλιεργήθηκαν από τμήμα αρθρικού 
χόνδρου που ελήφθη άσηπτα κατά τη διάρκεια της χειρουργικής επέμβασης. Το δείγμα του 
αρθρικού χόνδρου υπέστη ενζυμική διάσπαση προκειμένου να απελευθερωθούν τα 
χονδροκύτταρα των οποίων η καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε σε φλάσκες των 25cm3, σε 
κατάλληλο θρεπτικό υλικό. Η ανάπτυξη των χονδροκυττάρων έγινε σε επωαστικό κλίβανο 
(Heraus Instrumanets), όπου επικρατούσαν κατάλληλες συνθήκες για την ανάπτυξή τους, 
όπως η σταθερή θερμοκρασία στους 37οC, οι κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και 
εμπλουτισμένη ατμόσφαιρα με 5% CO2. Η καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε σε ειδικό στείρο 
χώρο και όλοι οι χειρισμοί των κυττάρων πραγματοποιήθηκαν σε εστία κάθετης νηματικής 
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ροής προς αποφυγή εξωτερικών μολύνσεων. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε 
μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Axiovert S100, Zeiss). 
 
Β.1.2.2. Υλικά απομόνωσης και καλλιέργειας χονδροκυττάρων 
 Θρεπτικό υλικό Dulbecco’s modified Eagle’s medium / Ham’s F-12 (DMEM/F-12, 
GIBCO BRL, UK). Πριν τη χρήση του προστίθεται στο θρεπτικό υλικό ορός εμβρύου 
βοός (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco) σε αναλογία 10% του όγκου τoυ θρεπτικού 
DMEM, ο συγκεκριμένος ορός παρέχει παράγοντες που συμβάλλουν στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό, όπως και αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (penicillin-
streptomycin,P/S) σε αναλογία 1% του όγκου του θρεπτικού DMEM.  
 Κολλαγενάση (Roche) 
 Ρυθμιστικό διάλυμα PBS (HyClone) 
 Προνάση (Roche) 
 
Β.1.2.3. Πρωτόκολλο απομόνωσης και καλλιέργειας χονδροκυττάρων  
 Έκλυση του ιστού με PBS για απαλλαγή από χειρουργικά υπολείμματα και 
τεμαχισμός με αποστειρωμένο νυστέρι. 
 Προσθήκη 5mg/ml προνάσης σε 2ml πλήρους θρεπτικού υλικού και έπειτα επώαση 
στον κλίβανο για 30 λεπτά. 
 Αφαίρεση του υπερκειμένου διαλύματος, προσθήκη 5mg/ml κολλαγενάσης σε 2ml 
πλήρους θρεπτικού υλικού και επώαση στον κλίβανο για 90 min. 
 Μεταφορά του υπερκειμένου σε πλαστικό σωληνάριο των 15 ml και φυγοκέντρηση 
στα 2000 spins για 7 min σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Αφαίρεση του υπερκειμένου διαλύματος και προσθήκη 5 ml πλήρους θρεπτικού 
υλικού. 
 Επαναιώρηση του ιζήματος, μεταφορά των κυττάρων σε φλάσκα των 25cm3 και 
επώαση στον κλίβανο. 
 
Β.1.3. Απομόνωση RNA από χονδροκύτταρα κυτταροκαλλιέργειας 
B.1.3.1. Υλικά απομόνωσης RNA 
 Trizol (Life Technologies) 
 Χλωροφόρμιο (Merck) 
40 
 
 RNase-free water (Qiagen) 
 PBS (HyClone) 
 Θρυψίνη (Life Technologies) 
 Ισοπροπυλική αλκοόλη (Amresco) 
 70% αιθανόλη (Scharlau) 
 
B.1.3.2. Πρωτόκολλο απομόνωσης RNA 
 Απομάκρυνση θρεπτικού υλικού από τη φλάσκα. 
 Ξέπλυμα των κυττάρων με 5ml PBS x2. 
 Προσθήκη 1ml θρυψίνης και επώαση για 2-3 min στον κλίβανο. 
 Αποκόλληση των κυττάρων και προσθήκη 5ml θρεπτικού στη φλάσκα ώστε να 
σταματήσει η δράση της θρυψίνης. 
 Μεταφορά του περιεχομένου της φλάσκας σε πλαστικό σωληνάριο. 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 min σε θερμοκρασία 
δωματίου. 
 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση του ιζήματος των κυττάρων σε 
5ml PBS. 
 Φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 στροφές για 7 min σε θερμοκρασία 
δωματίου. 
 Προσθήκη 1-3 ml Trizol, ανάλογα με το μέγεθος του ιζήματος των κυττάρων. 
 Επώαση για 5 min στους 15-30 οC σε υδατόλουτρο. 
 Προσθήκη 0,2ml χλωροφόρμιου για κάθε ml Trizol. 
 Καλή ανάδευση για 15 sec. 
 Επώαση για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Φυγοκέντρηση στις 12000 στροφές για 15 min στους 4 οC. 
 Μεταφορά υπερκείμενου σε eppendorf των 2 ml. 
 Προσθήκη 0,5ml Ισοπροπυλικής αλκοόλης για κάθε ml Trizol. 
 Επώαση για 10 min στο ψυγείο στους -20οC. 
 Φυγοκέντρηση στις 7500 στροφές για 8 min στους 4 οC. 
 Απομάκρυνση υπερκείμενου και ξέπλυμα του RNA με 1ml 70% αιθανόλης. 
 Ανάδευση σε Vortex. 
41 
 
 Φυγοκέντρηση στις 7500 στροφές για 8 min στους 4 οC. 
 Απομάκρυνση υπερκείμενου κα στέγνωμα RNA σε θερμοκρασία δωματίου στον 
απαγωγό για περίπου μία ώρα. 
 Διάλυση του RNA σε RNase-free water (περίπου 30μl). 
 Επώαση για 10 min στους 55-60 οC σε υδατόλουτρο. 
 Αποθήκευση του RNA στους -80 οC. 
 
Β.1.4. Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA) 
 
Τα RNAs που απομονώθηκαν, από τα φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα, 
μετατράπηκαν σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) με τη μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής 
in vitro. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν εξανουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας και 
το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση. 
 
B.1.4.1. Υλικά για τη σύνθεση cDNA 
 Random hexamers (2,97 μg/μl, Invitrogen) 
 Κιτ αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLV SuperScript III (200U/μl, Invitrogen) 
 Δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs 50mM, Invitrogen) 
 Δις απεσταγμένο νερό (DEMO S.A.) 
 
Β.1.4.2. Πρωτόκολλο σύνθεσης cDNA 
Για τη σύνθεση του cDNA χρησιμοποιήθηκε 2μgr RNA από κάθε δείγμα ενώ ο τελικός όγκος 
της αντίδρασης ήταν 25 μl. Αναλυτικότερα: 
 Αρχικά το RNA διαλύθηκε σε ddH20 και προστέθηκε 1μl Random Primers και 1μl 
dNTPs, ώστε o τελικός όγκος να είναι 15 μl 
 Το μείγμα θερμάνθηκε στους 70 οC για 7 λεπτά, ώστε να γίνει αποδιάταξη των 
δευτεροταγών δομών των RNA μορίων. 
 Ακολούθησε προσθήκη των υπόλοιπων αντιδραστηρίων στις εξής ποσότητες 
 Ρυθμιστικό διάλυμα 5x:    5μl  
 DTT:      2μl 
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 M-MLVSuper Script III (200U/μl):      0,5μl 
 Το διάλυμα αντίδρασης ακολούθησε το παρακάτω πρόγραμμα αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
 20 OC, 10 λεπτά  
 42 OC, 45 λεπτά 
 99 OC, 3 λεπτά 
 18 OC, 5 λεπτά 
 τελική θερμοκρασία: 4 OC 
Για την αποφυγή ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων πραγματοποιείθηκε ενίσχυση των 
αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε μετάγραφα γονιδίων τα οποία εκφράζονται πάντοτε στον 
υπό ανάλυση ιστό (μετάγραφα “αναφοράς”). Στην συγκεκριμένη περίπτωση, ως μετάγραφο 
“αναφοράς” χρησιμοποιείθηκε το mRNA του γονιδίου GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase). Το cDNA κάθε δείγματος ενισχύθηκε με PCR χρησιμοποιώντας ειδικούς 
εκκινητές για το γονίδιο GAPDH: 
    Forward: 5’ GAGTCAACGGATTTGGTCGT 3’ 
    Reverse: 5’ GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 3’ 
Το διάλυμα αντίδρασης για την ανίχνευση του γονιδίου GAPDH περιείχε: 
o cDNA                                  3 μl 
o Εκκινητής Forward ( 500 pmol)      1 μl 
o Εκκινητής Reverse (500 pmol)       1 μl  
o Μaster Mix(Dream Taq Green MM)  12,5 μl  
o δις απεσταγμένο νερό            7,5 μl  
 
Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν για την ενίσχυση του mRNA των γονιδίων ήταν οι εξής:  
 Αρχική αποδιάταξη στους 95oC για 10 min. 
 45 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου σε 
τρία στάδια: 
 -αποδιάταξη στους 95oC για 15sec 
 -υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών στους 60oC για 60 sec 
 -επιμήκυνση στους 72 oC για 30sec 
 τελική επιμήκυνση στους 72 oC για 10min. 
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Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης, για τον έλεγχο της παρουσίας ή όχι του τμήματος που 
ενισχύθηκε πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 3% με μάρτυρα 
προτύπων μοριακών βαρών 100 bp (Fermentas). 
 
Β.1.5. Ποσοτικοποίηση των mRNA μεταγράφων των γονιδίων COL10A1, BMP-2, ΜΜΡ-13, 
ADAMTS-5, RUNX2 με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 
πραγματικού χρόνου (real-time PCR) 
 
B.1.5.1. Γενικές αρχές ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού 
χρόνου (real-time PCR) 
Η αρχή της μεθόδου αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction 
- PCR) στηρίζεται στην ενζυματική ενίσχυση μιας συγκεκριμένης ακολουθίας DNA in vitro, με 
τη βοήθεια της Taq πολυμεράσης και των εκκινητών. Η Taq πολυμεράση είναι μια 
θερμοανθεκτική πολυμεράση η οποία εξάγεται από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus 
aquaticus. Οι εκκινητές (primers) είναι μονόκλωνα DNA τμήματα, ολιγονουκλεοτίδια, οι 
οποίοι υβριδίζονται στις συμπληρωματικές θέσεις των δύο αλυσίδων, στα άκρα του 
τμήματος του DNA που θέλουμε να ενισχύσουμε. Έτσι, λοιπόν, για να πραγματοποιηθεί ο 
πολλαπλασιασμός του επιθυμητού τμήματος του DNA το μείγμα αντίδρασης θα πρέπει να 
περιέχει: Taq πολυμεράση με το αντίστοιχο ρυθμιστικό διάλυμα, τη δίκλωνη ακολουθία DNA 
που πρόκειται να ενισχυθεί, το ζεύγος των εκκινητών, διάλυμα ελεύθερων 5’ 
τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) τα οποία χρησιμοποιεί η πολυμεράση και 
διάλυμα MgCl2 που διευκολύνει τη δράση της πολυμεράσης. 
Η ποσοτική αντίδραση PCR πραγματικού χρόνου επιτυγχάνει την αξιόπιστη 
ανίχνευση και την μέτρηση των προϊόντων που δημιουργούνται κατά τη διάρκεια κάθε 
κυτταρικού κύκλου αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, τα οποία αντιστοιχούν άμεσα στο 
ποσό του αρχικού μητρικού μορίου κατά την έναρξη της PCR. Με αυτό τον τρόπο είναι 
δυνατή η μέτρηση της ποσότητας του προϊόντος PCR ενώ η αντίδραση βρίσκεται ακόμη στην 
εκθετική φάση. Ένα από τα καταλληλότερα συστήματα καταγραφής αποτελεί το σύστημα 
ABI 7300 (Applied Biosystems). Η αρχή του συστήματος στηρίζεται στην  χρήση ειδικών 
φθοριζουσών χρωστικών και στην ανίχνευση του φθορισμού, που εκπέμπεται κατά την 
ενσωμάτωση τους στο DNA του δείγματος.  
Στην παρούσα πτυχιακή εργασία για την ανίχνευση των προϊόντων της αντίδρασης 
χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα ουσία SYBR Green. Η SYBR Green έχει την ιδιότητα να 
συνδέεται σε δίκλωνα μόρια DNA, ενισχύοντας τον φθορισμό της και επιτρέποντας στο 
σύστημα καταγραφής την ανίχνευση των επιθυμητών προϊόντων. Η μέγιστη απορρόφηση 
της ουσίας είναι στα 497 nm. Η SYBR Green ουσία προσφέρει πολλά πλεονεκτήματα για την 
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ανίχνευση νουκλεϊκών οξέων σε πραγματικό χρόνο, συνδέεται σε όλα τα δίκλωνα μόρια DNA 
αλλά μόνο σε μια συγκεκριμένη περιοχή κάθε φορά, αυξάνοντας την ευαισθησία της 
μεθόδου. Αντίθετα ο υπολογισμός του φθορισμού σε αυξανόμενες θερμοκρασίες μειώνει 
την ανίχνευση μη ειδικών προϊόντων. 
Η διαδικασία της PCR περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους κύκλους θερμοκρασιών 
(πλήθος κύκλων 30-35), καθένας από τους οποίους περιλαμβάνει τρία στάδια:  
 αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 94-95οC. 
 σύνδεση των εκκινητών στα δύο αντίθετα άκρα της μονόκλωνης ακολουθίας-στόχου 
που προκύπτει, σε θερμοκρασία που εξαρτάται κάθε φορά από τη σύνθεση των 
εκκινητών. 
 θέρμανση του μείγματος στους 68-72 οC, έτσι ώστε η πολυμεράση να 
πραγματοποιήσει την αντιγραφή του DNA-στόχου με τη βοήθεια των dNTPs, 
ξεκινώντας από τους εκκινητές. 
Η χρονική διάρκεια του κάθε σταδίου εξαρτάται από το μήκος (σε bp) του υπό ενίσχυση 
τμήματος DNA και με την παραπάνω διαδικασία επιτυγχάνεται η συλλογή ενός 
εκατομμυρίου περίπου αντιγράφων της επιθυμητής ακολουθίας, μιας και κάθε 
θερμοκρασιακός κύκλος διπλασιάζει το προϊόν του προηγούμενου κύκλου. 
 
Β.1.5.2. Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για τον ποσοτικό προσδιορισμό των mRNA 
μεταγράφων των υπομελέτη  γονιδίων 
 cDNA  
 Ρυθμιστικό διάλυμα με SYBR Green και ROX (Applied Biosystems) 
 Εκκινητές (5μM)  
 Δις απεσταγμένο νερό (DEMO S.A) 
 
Β.1.5.3. Ποσοτικός προσδιορισμός των mRNA μεταγράφων των γονιδίων 
 Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης των γονιδίων περιείχε: 
cDNA:    2.5 μl 
SYBR Green:   7,5 μl 
  Εκκινητής reverse:  0.5 μl 
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Εκκινητής forward:  0.5 μl 
  ddH20:    4 μl 
 
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για κάθε γονίδιο φαίνονται στον πίνακα 3  
 
Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων ήταν οι εξής:  
 50oC για 2 λεπτά 
 95oC για 2 λεπτά 
 40 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου σε δύο 
στάδια: 
 αποδιάταξη στους 95oC για 15’’  
 υβριδοποίηση-σύνδεση των εκκινητών και επιμήκυνση στους 60oC για  
1 λεπτό 
B.1.6 Επιμόλυνση ΟΑ χονδροκυττάρων με mimic miR-140-5p  
Β.1.6.1 Πρωτόκολλο αποσιώπησης γονιδίων με mimic miRNAs  
Μία ημέρα πριν την επιμόλυνση των χονδροκυττάρων με το mimic miR-140-5p τα 
κύτταρα μεταφέρονται σε πλάκα με 6 πηγαδάκια και προστίθενται 2ml θρεπτικού υλικού 
DMEM/F χωρίς να περιέχει FBS και αντιβιοτικά.  Ακολουθεί επώαση των κυττάρων σε στείρες 
συνθήκες σε κλίβανο για 24 ώρες (37οC, 5% CO2). Τα κύτταρα από τα τρία πηγαδάκια 
χρησιμοποιήθηκαν ως δείγμα ελέγχου (δεν προστέθηκε ποσότητα microRNA), ενώ στα 
υπόλοιπα τρία πηγαδάκια έγινε επιμόλυνση των κυττάρων με 40 nM mimic miR-140-5p. Η 
μεταφορά του mimic miR-140-5p έγινε με τη βοήθεια της λιποφεκταμίνης σε συγκέντρωση 
40 nM.  
Η διαδικασία που πραγματοποιήθηκε για την επιμόλυνση κάθε πηγαδιού ήταν η 
εξής: 
 Προσθήκη 2 μl λιποφεκταμίνης σε 498 μl Optimem χωρίς να περιέχει FBS και 
αντιβιοτικά. Καλή ανάδευση. 
 Προσθήκη 2 μl  mimic miR-140-5p σε 498 μl Optimem χωρίς να περιέχει FBS και 
αντιβιοτικά. Καλή ανάδευση 
 Επώαση των δύο παραπάνω διαλυμάτων για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου. 
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 Ανάμειξη του διαλύματος της λιποφεκταμίνης με αυτό του mimic miR-140-5p. 
Καλή ανάδευση 
 Επώαση του μίγματος για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου. 
 Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού από τα πηγαδάκια και ξέπλυμα με PBS x2. 
 Μεταφορά 1 ml σε κάθε πηγαδάκι του μίγματος λιποφεκταμίνη / microRNA. 
 Προσθήκη 1 ml Optimem χωρίς να περιέχει FBS και αντιβιοτικά (στα πηγαδάκια 
που χρησιμοποιήθηκαν ως δείγματα ελέγχου προστέθηκε μόνο 2 ml Oprimem 
χωρίς να περιέχει FBS και αντιβιοτικά) 
 Τα κύτταρα επωάστηκαν στον κλίβανο για 72 h και στη συνέχεια 
χρησιμοποιήθηκαν, τόσο για την απομόνωση RNA, όσο και για τον 
προοσδιορισμό της έκφρασης γονιδίων με real time-PCR με τις διαδικασίες που 
αναλύθηκαν παραπάνω.   
 
Β.1.7. Ανάλυση των υποκινητών των γονιδίων και της 3’ αμετάφραστης περιοχής των 
mRNAs  με τη χρήση εργαλείων βιοπληροφορικής 
 
H ανάλυση της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA της ΒΜΡ-2 για την εύρεση 
θέσεων σύνδεσης των miRNAs έγινε με τη χρήση 4 διαφορετικών υπολογιστικών 
προγραμμάτων (miRanda,  miRDB, TargetScan,  και Diana-microT), προκειμένου να 
εξασφαλιστεί η εγκυρότητα των αποτελεσμάτων.  
 
Β.1.8. Στατιστική ανάλυση 
Προχωρώντας στην στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε 
το στατιστικό πρόγραμμα SPSS 20 και αναλυτικότερα χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες 
δοκιμασίες: independent-samples T-test, Kruskal-Wallis, και Spearman correlation. Ως όριο 
στατιστικής σημαντικότητας θεωρήθηκε η τιμή p<0.05 και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται 
ως μέσες τιμές με την τυπική απόκλιση (mean + standard error, SE). 
 
Β.2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
Β.2.1 Προσδιορισμός των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης της BMP-2 σε καλλιέργειες 
φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων. 
Αρχικά έγινε προσδιορισμός των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης της BMP-2 σε 
χονδροκύτταρα που απομονώθηκαν από ΟΑ ασθενείς και υγιή άτομα με τη μέθοδο qRT-PCR. 
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Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων της BMP-2 στα 
ΟΑ χονδροκύτταρα σε σύγκριση με τα φυσιολογικά (p=0.013) (Εικόνα 7). 
 
 
Εικόνα 7: Έκφραση μεταγραφικών επιπέδων της BMP-2 σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. (ο 
αστερίσκος δηλώνει στατιστική σημαντικότητα). 
 
Β.2.2 Ανάλυση της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA της ΒΜΡ-2 για θέσεις σύνδεσης 
miRNAs 
Προκειμένου να διερευνηθεί εάν η διαφοροποιημένη έκφραση της BMP-2 στα ΟΑ 
χονδροκύτταρα είναι αποτέλεσμα δράσης επιγενετικών μηχανισμών, όπως των miRNAs, 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA της ΒΜΡ-2 για την 
εύρεση θέσεων σύνδεσης miRNAs. Μεταξύ των miRNAs που η βιοπληροφορική ανάλυση 
έδειξε να συνδέονται στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA της ΒΜΡ-2, επιλέχθηκε να 
μελετηθεί περαιτέρω το miR-140-5p, καθώς ενέχεται στον εκφυλισμό του αρθρικού 
χόνδρου. Στην εικόνα 8 φαίνεται η θέση σύνδεσης του miR-140-5p στην 3’ αμετάφραστη 
περιοχή του mRNA της ΒΜΡ-2. 
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Εικόνα 8: (α) Απεικόνιση της αλληλoυχίας της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA της BMP-2 και των 
πιθανών miRNAs που μπορούν να ρυθμίζουν την έκφραση της. (β) Απεικόνιση της θέσης σύνδεσης του 
miR-140 στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA της BMP-2 όπως βρέθηκε μετά τη χρήση 
προγραμμάτων βιοπληροφορικής. 
 
B.2.3  Έκφραση του miR-140-5p στα ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
 
Με τη μέθοδο της qRT-PCR πραγματοποιήθηκε ποσοτικός προσδιορισμός της 
έκφρασης του miR-140-5p σε ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκύτταρα και παρατηρήθηκε 
μειωμένη έκφραση του miR-140-5p στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά 
(p<0.05) (Εικόνα 9). 
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B.2.4 Έκφραση της BMP-2 πριν και μετά τη χορήγηση του mimic miR-140-5p σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα 
 
Στη συνέχεια, προκειμένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα της 
βιοπληροφορικής ανάλυσης σε κυτταρικό επίπεδο για την επιγενετική ρύθμιση της 
έκφρασης της BMP-2 από το miR-140-5p, ακολούθησε ο προσδιορισμός των μεταγραφικών 
επιπέδων της BMP-2 πριν και μετά τη χορήγηση mimic miR-140-5p σε καλλιέργειες ΟΑ 
χονδροκυττάρων. Τα αποτελέσματα έδειξαν σημαντική μείωση των μεταγραφικών επιπέδων 
της ΒΜΡ-2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα μετά τη χορήγηση mimic-miR-140-5p, συγκριτικά με αυτά 
που δεν τους χορηγήθηκε (p<0.05) (Εικόνα 10). 
 
Εικόνα 9: Έκφραση του miR-140-5p σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. (ο αστερίσκος δηλώνει 
στατιστική σημαντικότητα). 
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B.2.5 Ποσοτικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων στόχων COL10A1, MMP-13, ADAMTS-5 
και RUNX2 μετά από επιδράσεις με miR-140 mimic σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων. 
 
Ακολούθως πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των μεταγραφικών επιπέδων 
γονιδίων που ενέχονται στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ και αποτελούν στόχους του 
σηματοδοτικού μονοπατιού της BMP-2, μετά τη χορήγηση mimic miR-140-5p σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της μεταγραφικής έκφρασης 
των ΜΜΡ-13, ADAMTS-5, RUNX2 και COL10A1 μετά τη χορήγηση mimic miR-140-5p σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα (p<0.05). (Εικόνα11 ). 
Εικόνα 10: Απεικόνιση των επιπέδων mRNA της ΒΜΡ-2 μετά από επίδραση με miR-140 σε 
καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων (ο αστερίσκος δηλώνει στατιστική σημαντικότητα). 
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Εικόνα 11: Απεικόνιση των μεταγραφικών επιπέδων της ΜΜP13, ADAMTS-5, COL10A1 και RUNX2 μετά 
από επίδραση με mimic miR-140-5p σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων. (ο αστερίσκος δηλώνει 
στατιστική σημαντικότητα). 
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Β.3 Συζήτηση 
 
Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) παραμένει ένα μείζον πρόβλημα υγείας σε παγκόσμια 
κλίμακα, όπως επισημαίνεται σε πρόσφατη δημοσίευση του OARSI, Osteoarthritis: A Serious 
Disease.[147] Η ΟΑ προσβάλει 240 εκατομμύρια ανθρώπους παγκοσμίως, περίπου το 10% 
των αντρών και το 18% των γυναικών άνω των 60 ετών, η οποία συνοδεύεται από 
νοσηρότητα που περιλαμβάνει αδυναμία κίνησης, και αυξημένη συννοσηρότητα και 
θνητότητα.[148] Παρά τα υψηλά ποσοστά, η συχνότητα εμφάνισης της ΟΑ αναμένεται να 
αυξηθεί κατακόρυφα τις επόμενες δεκαετίες λόγω του υπερήλικα πληθυσμού, της αύξησης 
των ποσοστών παχυσαρκίας και των υψηλών συχνοτήτων των σοβαρών τραυματισμών 
γονάτων. [149][150][151][152] Ο L.A. Mandl σε ανασκοπησή το 2018 αναφέρει πως 
βρισκόμαστε σε μία παγκόσμια κρίσης της δημόσιας υγείας και ότι υπάρχει επιτακτική 
ανάγκη για ενδελεχή κλινική έρευνα υψηλής ποιότητας  για την ΟΑ, η οποία θα εξασφαλίσει 
ότι οι ασθενείς θα λάβουν ασφαλείς και αποτελεσματικές θεραπείες. [153]  
Η ΟΑ αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό νόσημα και δεν είναι ακόμα εντελώς ξεκάθαρο 
το σύνολο των παραγόντων που εμπλέκονται στην παθογένεια της νόσου. Πολλοί 
συστημικοί παράγοντες έχουν αναγνωριστεί ως υπαίτιοι για την ΟΑ οι οποίοι δρούν 
αυξάνοντας την ευαισθησία των αρθρώσεων σε τραυματισμό, είτε προκαλώντας απευθείας 
βλάβη στην άρθρωση, είτε παρεμποδίζοντας τις διαδικασίες επανόρθωσης μίας 
τραυματισμένης άρθρωσης. Στους συστημικούς παράγοντες περιλαμβάνονται μεταξύ άλλων 
η ηλικία, το φύλο, οι φυλετικές ορμόνες, η οστική πυκνότητα, η φυλή/εθνικότητα και η 
γενετική. Επίσης, τοπικοί εμβιοχημικοί παράγοντες, παίζουν το ρόλο τους στην ΟΑ καθώς 
επηρεάζουν την ευαισθησία των αρθρώσεων έναντι στους τραυματισμούς και στην 
καταπόνηση λόγω φορτίου. Στους τοπικούς μηχανικούς παράγοντες περιλαμβάνονται η 
παχυσαρκία, ο τραυματισμός και η καταπόνηση της άρθρωσης, οι δομικές ανωμαλίες της 
άρθρωσης, η μυϊκή δύναμη. Οι συστημικοί με τους τοπικούς παράγοντες πιθανόν δρουν με 
έναν αρθρο-ειδικό τρόπο για να καθορίσουν αν μία απόκριση επανόρθωσης στην άρθρωση 
είναι φυσιολογική ή όχι και αν μπορεί ή όχι να παρέχει προστασία από μελλοντική φθορά.[1] 
Ο κληρονομικός παράγοντας στην γενετική προδιάθεση για την πρωτογενή ΟΑ, όπως έχει 
υπολογιστεί από μελέτες διδύμων και αδερφών, εκτιμάται περίπου στο 50% και 
κληρονομείται με έναν μη-Μενδελικό τρόπο. [56] 
Η επιγενετική ρύθμιση συμβάλλει στην αιτιοπαθόγενεια της ΟΑ μέσω αλλαγής του 
προτύπου μεθυλίωσης του DNA, της τροποποίησης ιστονών και της δράση των μη κωδικών 
μορίων RNA, συμπεριλαμβανομένου των microRNAs και των long noncoding RNAs.[76] 
Πολλές ομάδες επιστημόνων έχουν προτείνει πως τα miRNAs πιθανόν να διαδραματίζουν 
μείζονα ρόλο στην ΟΑ εξαιτίας του γεγονότος ότι η μηχανική επιβάρυνση επηρεάζει τα 
επίπεδα έκφρασης των miRNA, ενώ παράλληλα  πολλά miRNAs συμμετέχουν στην ρύθμιση 
γονιδίων σχετιζόμενων με την ανάπτυξη και την ομοιόσταση του χόνδρου και την 
παθογένεια της ΟΑ.[106][107] Έχει γίνει αντιληπτό τα τελευταία χρόνια πως το miR-140 
διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην παθογένεση της ΟΑ. Το γονίδιο του miR-140 παράγει 
δύο ώριμα miRNAs (5p and 3p strand) που εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό και σχετικά 
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ιστοειδικά σε χονδροκύτταρα. Η έλλειψη του miR-140 γονιδίου έχει σαν αποτέλεσμα την 
ημιτελή σκελετική ανάπτυξη, πιο συγκεκριμένα παρεμποδίζει την ομαλή διαφοροποίηση 
των χονδροκυττάρων χωρίς να επηρεάζει τον ρυθμό πολλαπλασιασμού τους.[120]  
Οι μορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών ή BMP (bone morphogenetic proteins), 
παράγονται από τα μεσεγχυματικά κύτταρα, οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα.[70] 
Εμπλέκονται στην προστασία έναντι της αποικοδόμησης της άρθρωσης και στον σχηματισμό 
νέου αρθρικού ιστού αφού, εντοπίζονται κατά τον σχηματισμό οστεοφύτων. Ενεργοποιούν 
την παραγωγή συστατικών του εξωκυττάριου πλέγματος (ECM) από χονδροκύτταρα και 
έχουν την ικανότητα να δρούν ενάντια σε καταβολικές κυτοκίνες όπως η ιντερλευκίνη 1.[71] 
Έχει προταθεί πως, συγκεκριμένα η BMP-2 πιθανόν αποτελεί έναν από τους πιο ισχυρούς 
επαγωγείς της διαφοροποίησης των μεσεγχυματικών κυττάρων σε οστεοβλάστες, ενώ οι 
υπόλοιπες BMPs προωθούν την ωρίμανση των οστεοβλαστών.[72] 
Σκοπό της παρούσας πτυχιακής εργασίας αποτέλεσε η διερεύνηση του ρόλο του miR-
140-5p μέσω ρύθμισης της ΒΜΡ-2 στη οστεοαρθρίτιδα. Τα αποτελέσματα έδειξαν στατιστικά 
σημαντική αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων της BMP-2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε 
σύγκριση με τα φυσιολογικά (p=0.013) (Εικόνα8). Τα αποτελέσματα της ποσοτικής PCR 
επιβεβαιώνονται από την μελέτη των Dell’Accio F. et al., οι οποίοι παρατήρησαν πως η 
έκφραση της στον υγιή ιστό ήταν χαμηλή, αλλά  η έκφραση της ήταν υψηλή τόσο σε περιοχές 
που περιβάλλουν τις αλλοιώσεις του ΟΑ αρθρικού χόνδρου όσο σε περιοχές με βαριές 
αλλοιώσεις στον χόνδρο.[74] Το γεγονός αυτό αποτελεί ένδειξη πως η αύξηση στην έκφραση 
της BMP-2 δεν αποτελεί μόνο αντίδραση επανόρθωσης, όπως παλαιότερα πίστευαν, αλλά 
έχει και επίδραση στην παθολογία της νόσου και στην σοβαρότητα του τραυματισμού. [74] 
Στην βιβλιογραφία αναφέρεται μία έρευνα από τους (Liu., et al. 2015) που μελετούν τα 
επίπεδα της BMP-2 σε 38 ασθενείς με πρωτογενή ΟΑ του γονάτου σε σύγκριση με 20 υγιείς 
ήταν αρκετά μεγαλύτερα στον ορό και στο αρθρικό υγρό τω ΟΑ ασθενών.. Ο Liu και οι 
συνεργάτες του πρότειναν ότι αυτή η αύξηση ίσως οφείλεται στην έκκριση της BMP-2 στην 
εξωκυττάριο ουσία ή στην αύξηση της σύνθεσής της από τα κύτταρα των γειτονικών ιστών 
είτε και στα δύο. [75] Με βάση τα παραπάνω ο υπολογισμός της BMP-2 σε ασθενείς με ΟΑ 
μπορεί να χρησιμεύσει, όχι μόνο ως ένας βιοχημικός δείκτης για την εξέλιξη της 
ασθένειας[21], αλλά επίσης και ως μία ένδειξη για την βαρύτητα της νόσου και ένα δυνητικό 
εργαλείο για την εξακρίβωση του μηχανισμού παθογένεσης της ΟΑ.[113] 
Προκειμένου να διερευνηθεί εάν η διαφοροποιημένη έκφραση της BMP-2 στα ΟΑ 
χονδροκύτταρα είναι αποτέλεσμα δράσης επιγενετικών μηχανισμών, όπως των miRNAs, 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA της ΒΜΡ-2 για την 
εύρεση θέσεων σύνδεσης miRNAs. H ανάλυση έγινε με τη χρήση 4 διαφορετικών 
υπολογιστικών προγραμμάτων (miRanda,  miRDB, TargetScan, και Diana-microT), 
προκειμένου να εξασφαλιστεί η εγκυρότητα των αποτελεσμάτων. Μεταξύ των miRNAs που 
η βιοπληροφορική ανάλυση έδειξε να συνδέονται στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA 
της ΒΜΡ-2, επιλέχθηκε να μελετηθεί περαιτέρω το miR-140-5p, καθώς ενέχεται στον 
εκφυλισμό του αρθρικού χόνδρου.  
54 
 
Εν συνεχεία, σκοπό της παρούσας πτυχιακής εργασίας αποτέλεσε ο προοσδιορισμός 
και η σύγκριση των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης του miR-140-5p σε φυσιολογικά και 
ΟΑ χονδροκύτταρα. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν μετά την χρήση qRT-PCR για τον 
προοσδιορισμό των μεταγραφικών επιπέδων του miR-140-5p  έδειξαν στατιστικά σημαντική 
μείωση των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης του miR-140 στα ΟΑ χονδροκύτταρα, σε 
σχέση με τα χονδροκύτταρα φυσιολογικού ιστού, προτείνοντας τη συμμετοχή του miR-140 
στην αιτιο-παθογένεια της νόσου. Τα αποτελέσματα αυτά έρχονται σε συμφωνία με την 
μελέτη του Iliopoulos και συν. το 2008 από το Εργαστήριο που εκπονήθηκε η παρούσα 
πτυχιακή, [154] οι οποίοι έδειξαν πως στον φυσιολογικό ανθρώπινο αρθρικό χόνδρο 
εκφράζεται το miR-140, και αυτή η έκφραση μειώνεται σημαντικά στην ΟΑ. Επίσης τα 
ευρύματα των Iliopoulos και συν.. επιβεβαιώθηκαν την επόμενη χρονιά (2009) από δύο 
επιστημονικές ομάδες των Miyaki S και συν. και των Tardif G. και συν .[128][155] Έχοντας ως 
βάση τα παραπάνω, θα μπορούσαμε να πούμε πως κατά την εκδήλωση της ΟΑ, η έκφραση 
του miR-140 μειώνεται στα χονδροκύτταρα κατ’ επέκταση, επηρεάζοντας τα επίπεδα 
έκφρασης των γονιδίων-στόχων αυτού. Mελέτες έχουν αναδείξει τη συσχέτιση μεταξύ των 
αυξημένων επιπέδων έκφρασης διαφόρων καταβολικών ενζύμων, όπως  
μεταλλοπρωτεϊνασών (MMPs) και κυρίως της ΜΜΡ-13,καθώς και των  ADAMTS5, ADAMTS4, 
και ADAMTS9 με τη μειωμένη έκφραση του miR-140 στον αρθρικό χόνδρο.[126] Το miR-140 
έχει πολλαπλούς στόχους συμπεριλαμβανομέων των MMP-13, ADAMTS5, IGFBP5 και 
αγγρεκανών, προτείνοντας το σημαντικό ρόλο του στην διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ 
του σχηματισμού του εξωκυττάριου πλέγματος και της αποικοδόμησης του.[127] Έχει 
παρατηρηθεί σε πειράματα σε διαγονιδιακά ποντίκια, ότι η υπερέκφραση του miR-140 
συνοδεύεται από εκδήλωση ανθεκτικότητας στην εμφάνιση ΟΑ, λόγω καταστολής της 
έκφρασης καταβολικών ενζύμων της ECM.[120] Από τα παραπάνω φαίνεται η διπλή δράση 
του miR-140 στα χονδροκύτταρα καθώς, αφενός το miR-140 αποτελεί απαραίτητο 
ρυθμιστικό μόριο κατά τη χονδρογένεση και την ανάπτυξη του αρθρικού χόνδρου ωστόσο, 
και αφετέρου συμμετέχει και σε διεργασίες εκφυλισμού του αρθρικού χόνδρου, λόγω 
απορρύθμισης και διαταραχής των επιπέδων έκφρασής του, και κατ’ επέκταση των 
γονιδίων-στόχων του, που συμμετέχουν στις διαδικασίες διατήρησης της ομοιόστασης των 
χονδροκυττάρων. Συνεπώς, η πλήρης κατανόηση των μοριακών μηχανισμών που ενέχονται 
στην ρύθμιση της έκφρασης του miR-140, όπως επίσης και τα γονίδια που αποτελούν 
ρυθμιστικό στόχο για το συγκεκριμένο  miRNA κρίνονται απαραίτητα προκειμένου η μοριακή 
βάση της ΟΑ να μπορέσει να καταστεί πιο διακριτή με τελικό στόχο την ανάπτυξη 
αποτελεσματικών θεραπειών για την αντιμετώπιση του νοσήματος. 
Στη συνέχεια, προκειμένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα της 
βιοπληροφορικής ανάλυσης σε κυτταρικό επίπεδο για την επιγενετική ρύθμιση της 
έκφρασης της BMP-2 από το miR-140-5p, ακολούθησε ο προσδιορισμός των μεταγραφικών 
επιπέδων της BMP-2 πριν και μετά τη χορήγηση mimic miR-140-5p σε καλλιέργειες ΟΑ 
χονδροκυττάρων. Τα αποτελέσματα έδειξαν σημαντική μείωση των μεταγραφικών επιπέδων 
της ΒΜΡ-2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα μετά τη χορήγηση mimic-miR-140-5p συγκριτικά με αυτά 
που δεν τους χορηγήθηκε. Η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων έρχεται από την δημοσίευση 
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των Yang R. Et al. το 2018 όπου το miR-140 και η πρωτεΐνη BMP-2 φαίνεται να δρα 
συνεργιστικά στις καταβολικές διεργασίες κατά την ΟΑ αλλά και στις αναβολικές διαδικασίες 
μετά την επέμβαση ατόμων με ΟΑ του γονάτου. [156] Άγεται λοιπόν περεταίρω μελέτης η 
αλληλεπίδραση μεταξύ του miR-140 και του mRNA της BMP-2 στην ΟΑ και στους 
διαφορετικούς ιστούς της άρθρωσης για την διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών που 
ωθούν στον καταβολισμό του αρθρικού χόνδρου και στον αναβολισμό του.[157]  
Ακολούθως πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των μεταγραφικών επιπέδων 
γονιδίων που ενέχονται στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ και αποτελούν στόχους του 
σηματοδοτικού μονοπατιού της BMP-2, μετά τη χορήγηση mimic miR-140-5p σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα. Οι ΜΜΡ-13, ADAMTS-5, RUNX2 και COL10A1 έχουν μελετηθεί και σε 
προηγουμένες μελέτες για την αλληλεπίδραση των μεταγράφων τους με το miR-140. Από τα 
αποτελέσματα της real-time PCR παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της 
μεταγραφικής έκφρασης των ΜΜΡ-13, ADAMTS-5, RUNX2 και COL10A1 μετά τη χορήγηση 
mimic miR-140-5p σε ΟΑ χονδροκύτταρα. Η αξία της μελέτης τον γονιδίων-στόχων του miR-
140 ενέχεται στην κατανόηση της μοριακής βάσης τόσο της ενδοχόνδριας οστεοποίησης και 
οστεογένεσης όσο και της παθογένειας της ΟΑ. Το προαναφερθέν θα μας βοηθήσει στην 
ανάπτυξη θεραπευτικών προσεγγίσεων για την ΟΑ και άλλων διαταραχών του σκελετικού 
συστήματος. Για αυτό τον λόγο παρατίθενται στην συνέχεια τα σημεία αλληλεπίδρασης των 
γονιδίων στόχων με το miR-140. 
Η ιντερλευκίνη 1β (IL-1β) αποτελεί ένα από τα σημαντικά μόρια στην αποικοδόμηση 
και στην φλεγμονή της οστεοαρθριτκής άρθρωσης.[158] Η IL-1β επάγει έναν καταράκτη 
φλεγμονωδών και καταβολικών γεγονότων στα χονδροκύτταρα. Επίσης επηρεάζει τον 
μεταβολισμό των χονδροκυττάρων καταστέλλοντας την σύνθεση πρωτεογλυκανών και 
κολλαγόνων και επάγοντας την παραγωγή μεταλλοπρωτεινασών (MMPs).[159] Σε 
δημοσίευση του Miyaki et al. το 2009 οι επιστήμονες έδειξαν πως η εισαγωγή ds-miR-140 σε 
ΟΑ χονδροκύτταρα μείωσε την έκφραση της ADAMTS5 και της MMP-13 επάγωντας την IL-
1β.[128] Η MMP-13 είναι από τους κύριους ‘’παίκτες’’ στην παθολογία της ΟΑ, εξαιτίας της 
ικανότητάς της να αποικοδομεί, εκτός από μόρια κολλαγόνου, και συστατικά του 
εξωκυτταρικού πλέγματος.[160] Οι ADAMTS4 (aggrecanase-1) και ADAMTS5 (aggrecanase-2) 
είναι τα κύρια ένζυμα που ευθύνονται για την αποικοδόμηση των αγγρεκανών και η 
αναστολή τους αποτελεί ένα κύριο θεραπευτικό στόχο στην ΟΑ.[161] Η διαφοροποίηση των 
χονδροκυττάρων σε υπερτροφικά κατά την ΟΑ έχει χαρακτηριστεί εκτενώς και θεωρείται 
ένας πιθανός θεραπευτικός στόχος.[162] Το RUNX2 είναι κύριος μεταγραφικός παράγοντας 
της τελικής διαφοροποίησης των χονδροκυττάρων, γι’ αυτό ρυθμίζει άμεσα ένζυμα 
υπεύθυνα για την αποικοδόμηση του εξωκυττάριου πλέγματος. Το κολλαγόνο τύπου Χ (type 
X collagen) είναι ο πιο αντιπροσωπευτικός δείκτης των υπερτροφικών χονδροκυττάρων και 
θέσεις σύνδεσης του RUNX2 έχουν ταυτοποιηθεί στην περιοχή του εκκινητή του Col10a1, 
επισημαίνοντας τον έλεγχο της μεταγραφής του Col10a1 γονιδίου από το RUNX2.[163] Τα 
αποτελέσματα των πειραμάτων μας για το Col10a1 επιβεβαιώνονται και από τους Canfeng 
Li et al. το 2018 οι οποίοι παρατήρησαν μείωση στην έκφραση του Col10a1 μετά από 
εισαγωγή mimic-miR-140 σε ΟΑ χονδροκύτταρα.[164] Επίσης έχει δειχθεί ότι ο RUNX2 
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μπορεί να συνδέεται άμεσα στον εκκινητή του MMP-13 σε κύτταρα χονδροσαρκώματος 
[165], και αρκετές μελέτες υποστηρίζουν την άποψη πως πολλές MMPs και ADAMTSs είναι 
άμεσοι στόχοι του RUNX2.[166][167][168][169]  
Οι διακετυλάσες των ιστονών HDAC4 και HDAC5 έχουν αρνητική επίδραση στην 
σηματοδότηση από μορφογενετικές πρωτείνες των ιστονών λόγω του ρυθμιστικού τους 
ρόλου στον RUNX2. Ο διακετυλιωμένος παράγοντας Runx2 ωθεί την πρωτείνη αυτή σε 
διαμεσολαβούμενη από Smurf αποικοδόμηση.[170] Έχει βρεθεί πως το miR-140 επίσης 
στοχεύει την HDAC4 στα χονδροκύτταρα και έτσι έμμεσα επηρεάζει θετικά την 
δραστηριότητα της RUNX2.[171] Τα αποτελέσματα του πειράματός μας, όμως, δείχνουν πως 
η εισαγωγή του miR-140 μειώνει τα επίπεδα της RUNX2. Αυτό θα μπορούσε πιθανόν να 
αποδωθεί στο γεγονός ότι η BMP-2 σηματοδότηση διεγείρει την ακετυλίωση της Runx2 από 
το p300, αυξάνοντας την τρανσ-ενεργοποίηση της και αναστέλει την μεσολαβούμενη από 
την Smurf1 αποικοδόμηση της.[170] Έτσι, η μείωση των επιπέδων της BMP-2 από το miR-
140 θα έχει πιθανόν ως συνέπεια και την μείωση των επιπέδων της Runx2. Ακολούθως η 
μείωση του μεταγραφικού παράγοντα Runx2 θα επιφέρει και μείωση στα γονίδια στόχους 
όπως των MMP-13, ADAMTS5, COL10A1. 
Συμπερασματικά,  το miR-140 κατέχει έναν πολύπλοκο ρόλο τόσο στην ανάπτυξη του 
οστού, όσο και στην αιτιοπαθογένεια της ΟΑ και στην εξέλιξή της. Η υψηλή ιστο-είδικότητα 
του και η συμμετοχή του σε πολλές αναπτυξιακές και παθολογικές διαδικασίες που αφορούν 
κυρίως τον αρθρικό χόνδρο, καθιστούν το εν λόγω microRNA, ένα μόριο στόχευσης πολλών 
πειραματικών μελετών με σκοπό αφενός την διαλεύκανση των μοριακών μονοπατιών στα 
οποία συμμετέχει –άμεσα ή έμμεσα- μέσω της ρύθμισης που επιφέρει  στα γονίδια-στόχους 
του αλλά και την ανακάλυψη και άλλων miRNA που δρούν σε αντίστοιχα μονοπάτια και 
αφετέρου τον χαρακτηρισμό των μοριακών μηχανισμών που ενέχονται στην ρύθμιση της 
έκφρασης και της δράσης του. Η παρούσα πτυχιακή εργασία συνέβαλε στον περεταίρω 
χαρακτηρισμό της δράσης του miR-140-5p στην ΟΑ μέσω ρύθμισης της ΒΜΡ2 
σηματοδότητσης.  
Στις μελλοντικές προοπτικές της παρούσας έρευνας θα μπορούσε να 
συμπεριλαμβάνεται αφενός ο προσδιορισμός των πρωτεϊνικών επιπέδων όλων των γονιδίων 
που μελετήθηκαν αλλά και τα ενδιάμεσα μόρια που ενέχονται- στην επαγόμενη από το miR-
140-5p- ΒΜΡ2 σηματοδότηση καθώς και ο ρόλος τους  στον φαινότυπο των οστεαορθριτικών 
χονδροκυττάρων και κατ’επέκταση στην κλινική εικόνα της νόσου. Επίσης μελλοντικά θα 
μπορούσαν να μελετηθούν και άλλα miRNA με τα οποία το miR-140-5p συμμετέχει σε κοινά  
σηματοδοτικά μονοπάτια συμβάλλοντας στον ΟΑ φαινότυπο.  
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